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0 Verfahren und Sensorelektrodensystem zur elektrochemlschen Bestlmmung eines Anatyts Oder 
einer Oxidoreduktase sowie Verwendung hIerfUr geelgneter Verblndungen. 

© Gegenstand der Erfindung 1st ein Verfahren zur elektrochemischen Bestlmmung eines Analyts in Gegenwart 
einer Oxidoreduktase und einer reduzierbaren Substanz, welche im Verlauf der Bestimmungsreaktion anfallende 
Elektronen von der Oxidoreduktase auf eine Elektrode Qbertragt und so zu einem Signal fOhrt, das ein Ma/3 fur 
den zu bestimmenden Analyt ist, wobei die reduzierbare Substanz enzymatisch reduziert und an der Elektrode 
oxidiert wird. dadurch gekennzeichnet, daJ3 die an der Elektrode durch Oxidation entstehende Substanz von der 
ursprUngllch eingesetzten reduzierbaren Substanz verschieden ist, sowie ein entsprechendes Sensorelektroden- 
system und die Verwendung hierfQr geelgneter Verblndungen. Schllefillch sind auch Gegenstand der Erfindung 
neue Nitrosoanllinderlvate und ein Verfahren zu deren Herstellung. 
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VERFAHREN UND SENSORELEKTRODENSYSTEM ZUR ELEICTROCHEMISCHEN BESTIMMUNQ EINES ANA- 
LYTS ODER EINER OXIDOREDUKTASE SOWIE VERWENDUNQ HIERFUR GEEIGNETER VERBINDUNGEN 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur elektrochemischen Bestimmung eines Analyts in Gegenwart 
einer Oxidoreduktase und einer reduzierbaren Substanz, welches im Verlauf der Bestimmungsreaktion 
anfallende Elektronen von der Oxidoreduktase auf eine Elektrode ObertrSgt und so zu einem Signal fUhrt, 
das ein MaB fOr den zu bestimmenden Analyt 1st, wobel die reduzlerbare Substanz enzymatisch reduziert 
5 und an der Elektrode oxidiert wird, bzw. ein entsprechendes Verfahren zur elektrochemischen Bestimmung 
einer Oxidoreduktase in Gegenwart eines Enzymsubstrates und einer wie vorstehend charakterisierten 
reduzierbaren Substanz. 

AuiSerdem betrifft die Erfindung ein Sensorelektrodensystem zur elektrochemischen Bestimmung eines 
Analyts in einer Probe enthaltend mindestens zwei elektrisch leitfShlge Mittel, die jeweils isoliert voneinan- 

70 der vorltegen und die mittels einer elektrisch Ieitf9higen OberflSche mit der zu untersuchenden Probe in 
elektrischen Kontakt gebracht werden konnen, wobel mindestens eine der elektrisch leitfShlgen OberflSchen 
eine Oxidoreduktase und eine reduzlerbare Substanz. die Elektronen zwischen der Oxidoreduktase und der 
elektrisch leitfahigen Oberflache zu ubertragen in der Lage ist, kontaktiert. bzw. ein entsprechendes 
Sensorelektrodensystem zur Bestimmung einer Oxidoreduktase, wobei mindestens eine der elektrisch 

75 leitfMhigen OberflSchen ein Oxidoreduktase-Substrat und eine wie vorstehend charakterisierte reduzlerbare 
Substanz kontaktiert. 

Schliefllich betrifft die Erfindung die Venwendung bestimmter Verbindungen als ElektronenObertrager 
zwischen einer Oxidoreduktase und einer Elektrode in einem elektrochemischen System. 

GegenUber kolorimetrischen Methoden zur Bestimmung eines Analyts in einer ROssigkeit, die visuell 

20 Oder photometrisch ausgewertet wird, bietet eine entsprechende elektrochemlsche Bestimmung den Vortell, 
daO die elektrochemlsche Reaktion direkt Strom liefert, der in eine Konzentratton umgerechnet werden 
kann. Bel kolorimetrischen Verfahren ist dagegen der Umweg Batterie-> Strom->lJcht->Restlicht 
(Remission Oder Transmission) ~> Strom-~>iVlei3wert zu gehen. 

FQr elektrochemlsche Bestlmmungsverfahren ist es notwendig. den zu bestimmenden Analyten zu 

25 oxidleren Oder ihn mittels chemischer Oder enzymatischer Methoden in eine Substanz zu UberfUhren, die 
oxidiert werden kann. Die direkte elektrochemlsche Oxidation eines Analyts oder einer hiervon abgeleiteten 
Substanz an einer Elektrodenoberflgche erfordert hohe Oberspannungen, d. h. Potentiate. Dieses Verfahren 
ist sehr unselektiv. Viele andere Substanzen, die ebenfails in der zu untersuchenden Probe sein kQnnen, 
werden hierbei ebenfails oxidiert. Ein solches Verfahren ist deshaib praktisch nicht anaiytisch einsetzbar. 

30 UbIichenAreise wird daher der oxidierbare Analyt oder die von dem Analyt abgeieitete oxidierbare 
Substanz mit einer entsprechenden Oxidoreduktase und einer reduzierbaren Substanz, deren reduzierte 
Form an der Elektrode wieder oxidiert werden kann. umgesetzt. Hierbei wird der oxidierbare Analyt bzw. die 
von dem Analyt abgeieitete oxidieri^are Substanz von dem Enzym selektiv oxidiert. Das dadurch reduzierte 
Enzym wird durch die anwesende reduzrerbare Substanz oxidiert und die reduzierte reduzierbare Substanz 

35 an der Elektrode oxidiert. Die reduzierbare Substanz dient folglich als Obertrager der Elektronen von dem 
Enzym auf die Elektrode. Bedingung ist deshaib. 6aB die reduzierbare Substanz so gewahit ist, daB sie von 
dem Enzym und von der Elektrode schnell und speziflsch umgesetzt wird. 

P. W. Carr et al. beschreiben in "Theory and applications of enzyme electrodes in analytical and clinical 
chemistry", Veriag Wiley, New Yort< (1980), Seite 197 - 310, die Umsetzung von Glucose mit Sauerstoff als 

40 reduzierbarer Substanz unter Enzymkatalyse durch Glucoseoxidase und Nachweis des gebildeten Wasser- 
stoffperoxlds an einer Elektrode. Nachteilig hierbei sind Nebenreaktionen des Wasserstoffperoxids, das 
selbst ein starkes Oxidationsmittei ist und Nebenreaktionen an der Elektrodenoberfiache wegen des 
verwendeten hohen positiven Potentials. Dieses Verfahren erfordert deshaib spezielle Vortrennungen zum 
AusschluB stdrender Bestandteile in den zu untersuchenden Proben. Nachteilig Ist ferner der Sauerstoffbe- 

45 darf. Speziell bei hohen Glucosekonzentrationen wird die Sauerstoffdiffusion aus der Luft in die Probe und 
innerhalb der Probe geschwindlgkeltsbestimmend und verfSlscht so unter UmstSnden die Ergebnisse der 
Methode. 

In EP-A-0 125 137 wird ein Sensorelektrodensystem zur Bestimmung einer Komponente einer Mi- 
schung von Substanzen beschrieben, das mindestens zwel elektrisch leitf&hige Mittel aufwelst, die jeweils 
50 voneinander Isoliert vorllegen und die mittels einer elektrisch leltfShigen Oberfldche mit der zu untersuchen- 
den Prot>e In elektrischen Kontakt gebracht werden kdnnen, wobel eine der elektrisch lertfMhigen Oberfla- 
chen eine Oxidoreduktase und eine sogenannte "MediatorvertDindung". die Elektronen zwischen diesem 
Enzym und der elektrisch leltfMhigen Oberflache ObertrSgt, kontaktiert Als Mediatorverbindung wird eine 
organometalllsche Substanz eingesetzt. die mindestens zwel organlsche RInge aufwelst. von denen jeder 
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mindestens zwei konjugierte Doppelbindungen besitzt und wobei ein Metallatom seine Elektronen mit jedem 
dieser Ringe teilt. Als bevorzugte Medlatorverbindungen warden ebenso wie In EP-A-0 078 636 Fem)cen 
Oder Fen-ocenderivate eingesetzt. Zu beachten ist hierbei. dafl solche Verbindungen erst oxidlert werden 
mOssen. beisplelsweise zu einem Fonrociniumion, bevor sie zur Obernahme von Elektronen von der 

5 Oxidoreduktase bereit sind. Dies fQhrt zu sogenannten "Anlaufstromen". die bereits ohne Anwesenheit 
eines Analyts auftreten, was bel einem amperometrischen Verfahren, bei dem der auflretende Strom ein 
MaiJ fCr die Mange des zu bestimmenden Anaiyts ist, natOrlich stSrend wlrkt. Welter ist die Schwerloslich- 
keit solcher metallorganischen Verbindungen nachteilig, da dies zur Bevorzugung von Sauerstoff, beispiels- 
wofse bet Einsatz von Oxidasen, wie Glucoseoxidase als Oxidoreduktase fuhrt und damit spezlell bei 

10 niedrigen Enzymsubstratkonzentrationen zu einem geringen Strom und zu einer Sauerstoff abhangigkeit 
fUlirt. SchwerlSsllchkelt und/oder Einsatz geringer Konzentratlonen sind bei diesen In reduzlerter Form 
eingesetzten ElektronenObertragern Voraussetzung fUr noch akzeptable AnIaufstrQme. 

Insgesamt sind fOr elektrochemische Bestimmungsverfahren die aus dem Stand der Technik bekannten 
ElektronenGbertrager dadurch charakterislert. daj3 sie in Anwesenheit des zu bestimmenden Analyts durch 

75 eine Oxidoreduktase reduziert und an elner Elektrode zu der Ausgangsverbindung rOckoxIdiert werden. 
Wenn die Konzentration der als EleklronenObertrSiger fungierenden reduzierbaren Substanz wesentlich 
kieiner als die Konzentration des zu bestimmenden Analyts ist. kSnnen nur idnetisclie Methoden durchge- 
fUhrt werden. FOr Endpunktbestimmungen ist es notig, daB die als ElelctronenObertrager fungierende 
reduzierbare Substanz gegenUber dem zu bestimmenden Analyt Im UberschuB gelost vorliegt, damIt der zu 

20 bestimmende Analyt vollstandig umgesetzt wird. Es wird iiierbei eine dem zu bestimmenden Analyt 
proportionale Mange an reduzierbarer Substanz umgesetzt. Vorteile gegenUber der kinetisdien Messung 
sind insbesondere der envelterte Unearltatsbereich der Strom/Konzentratlonsbeziehung bet amperometri- 
schen Verfahren und die bessere Konkurrenzfahigkeit der hSher konzentrierten reduzierbaren Substanz 
gegenuber Sauerstoff bei Finsatz von Oxidasen als Oxidoreduktasen. Nachteilig ist jedoch die Notwendig- 

25 keit, zum vollstSndigen Umsatz eine reduzierbare Substanz, d. h. ein Oxidationsmittel als ElektronenUbertra- 
ger mit einem Potential deutlich Ober dem des Enzymsubstrates einzusetzen und zusatzlich bei der 
elektrochemischen Bestimmung in Gegenwart eines Oberschusses an Oxidationsmittel zu arbeiten, was das 
nOtige Potential noch welter erhoht. Hohe Arbeitspotentiale begOnstigen Jedoch unspezlfische Elektrodenre- 
aktionen insbesondere dann. wenn Proben mit elner Vielzahl von Bestandteilen aufler dem zu bestimmen- 

30 den Analyt untersucht werden sollen. 

Insofern liegen fur die elektrochemische Bestimmung eines Analyts Gber eine enzymatische Redoxreak- 
tion noch keine zufriedenstellende Losungen vor. Es mangelt an universell verwendbaren als Elektronen- 
ObertrSger fungierenden reduzierbaren Substanzen, die sowohl eine schnelle Reaktlon mit Oxidoreduktasen, 
als auch eine ungehemmte Reaktlon an Eiektrodenoberflachen bei niedrigem Potential aufweisen. 

35 Aufgabe der vorfiegenden Erfindung war es, dieses Problem zu !6sen. Insbesondere sollten reduzierba- 
re Substanzen gefunden werden, die als ElektronenGbertrager zwischen einer Oxidoreduktase und einer 
Elektrode in einem elektrochemischen System fungieren konnen. Diese Aufgabe wird durch die in den 
Patentansprtichen charakterisierte Erfindung gel6st 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur elektrochemischen Bestimmung eines Analyts in 

40 Gegenwart einer Oxidoreduktase und einer reduzierbaren Substanz, weiche im Verlauf der Bestimmungsre- 
aktion anfallend© Elektronen von der Oxidoreduktase auf eine Elektrode ObertrSgt und so zu einem Signal 
fGhrt, das ein MaB fUr den zu bestimmenden Analyt ist. wobei die reduzierbare Substanz enzymatisch 
reduziert und an der Elektrode oxidiert wird, dadurch gekennzeichnet, daB die an der Elektrode durch 
Oxidation entstehende Substanz von der ursprOnglich eingesetzten reduzierbaren Substanz verschieden ist. 

45 Welter ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur elektrochemischen Bestimmung einer Oxidore- 
duktase in Gegenwart eines entsprechenden Enzymsubstrates und einer reduzierbaren Substanz, weiche 
Bektronen von der Oxidoreduktase auf eine Elektrode zu Gbertragen In der Lage Ist und so zu einem Signal 
fOhrt. das ein MaB fOr das zu bestimmende Enzym ist, wobei die reduzierbare Substanz enzymatisch 
reduziert und an der Elektrode oxidiert wird, dadurch gekennzeichnet, daB die an der Elektrode durch 

50 Oxidation entstehende Substanz von der ursprOnglich eingesetzten reduzierbaren Substanz verschieden Ist. 
Gegenstand der Erfindung ist auflerdem die Venwendung einer Substanz. die Elektronen von einer 
Oxidoreduktase unter Bildung eines elektronenrelchen aromatischen Amine aufnehmen kann, als Elektro- 
nenUbertrMger zwischen einer Oxidoreduktase und einer Elektrode in einem elektrochemischen System. 
Gegenstand der Erfindung ist weiter ein Sensorelektrodensystem zur Bestimmung eines Analyts in 

55 elner flGssigen Probe enthaltend mindestens zwel elektrisch leitfahige Mittel, die isoliert voneinander 
vorliegen und die jeweils mittels einer elektrisch leitfahigen Oberflache mit der zu untersuchenden Probe in 
elektrischen Kontakt gebracht werden konnen, wobei mindestens eine der elektrisch leitfahigen OberflSchen 
eine Oxidoreduktase und eine reduziert>are Substanz, die Elektronen zwischen der Oxidoreduktase und der 
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elektrisch leitfShigen OborflSche zu Ubertragen in der Lage ist, kontaktiert, dadurch gekennzeichnet da/3 als 
reduzierbare Substanz eine Verbindung eingesetzt ist. die nach Reduktion durch die Oxidoreduktase an der 
elektrisch leitfShigen OberflSche zu einer Substanz oxidiert wird. die von der ursprUnglich eingesetzten 
reduzierbaren Substanz verschieden ist 

5 Im Qbrlgen ist Gegenstand der Erftndung ein Sensorelektrodensystem zur elektrochemischen Bestim- 
mung einer Oxidoreduktase in einer flQssigen Probe, enthattend mlndestens zwei elektrisch leitfShige ly/llttel, 
die isoliert vonelnander vorliegen und die jeweils mittets einer elektrisch leitfShigen OberflSche mit der zu 
untersuchenden Probe in elektrischen Kontakt gebracht werden kdnnen, wobei mlndestens eine der 
elektrisch leitfahigen OberflSchen ein Oxidoreduktase-Substrat und eine reduzierbare Substanz. die Eiektro- 

10 nan zwischen der Oxidoreduktase und der elektrisch leitfahigen OberftSche zu Ubertragen in der Lage ist, 
kontaktiert. dadurch gekennzeichnet, da0 als reduzierbare Substanz eine Verbindung eingesetzt Ist, die 
nach Reduktion durch die Oxidoreduktase an der elektrisch leitfahigen Oberflache zu einer Substanz 
oxidiert wIrd, die von der ursprOngiich eingesetzten reduzierbaren Substanz verschieden ist. 
SchlieBlich ist Gegenstand der Erfindung die Venflrendung einer Substanz. die Elektronen von einer 

75 Oxidoreduktase unter Bildung eines elektronenreichen aromatlschen Amins aufnehmen kann, zur Merstet- 
lung eines erfindungsgemMfien Sensoreiektrodenystems. 

Es hat sich gezeigt, da/3 die Nachtelle der aus dam Stand der Technik bekannten Verfahren zur 
elektrochemischen Bestimmung eines Analyts in Gegenwart einer Oxidoreduktase und einer reduzierbaren 
Substanz. die durch das erforderliche hohe Potential, insbesondere bei Venwendung eines Oberschusses 

20 der als Elektronenubertrager funglerenden reduzierbaren Substanz gegenOber dem zu bestimmenden 
Anaiyt verursacht werden, gr5/3tentells durch eine nicht reversible Reaktlon vermieden werden konnen. 
Dadurch, daB an der Elektrode eine andere oxidierte Substanz gebiidet wird als die, welche als reduzierbare 
Substanz ursprUnglich eingesetzt wird, kann die elektrochemische Bestimmung bei besonders niedrigem 
Potential und damit ohne die Gefahr von Storreaktionen durchgefUhrt werden. Der Vorteil des niedrigen 

25 Potentials kann auch dann genutzt werden, wenn die ais ElektronenUbertrager fungierende reduzierbare 
Substanz im Vergleich zu dem zu bestimmenden Anaiyt nur in geringer Menge eingesetzt wird, nsimtich 
dann, wenn sowohl die ursprUnglich eingesetzte reduzlerisare Substanz, als auch die an der Elektrode durch 
Oxidation entstehende Substanz von der fUr das elektrochemische Verfahren notwendigen Oxidoreduktase 
reduziert werden. Wenn sowohl die ursprUnglich eingesetzte reduzierbare Substanz, ais auch die an der 

30 Elektrode durch Oxidation entstehende Substanz von der Oxidoreduktase zu der glelchen Substanz 
reduziert wird, wirkt die ursprUnglich eingesetzte reduzierbare Substanz als Von-atsform fUr die zwischen 
Elektrode und Enzym im Krelslauf gefUhrte zweite reduzierbare Substanz, die von der ursprUnglich 
eingesetzten reduzierbaren Substanz verschieden ist. 

Die Vorteile des erfindungsgemSifien Verfahrens sind dadurch bedingt, dafi als reduzierbare Substanzen 

35 solche ausgewShit werden k6nnen. bei denen durch enzymatlsche Reduktion eine Verbindung entsteht. die 
bei niederer Spannung an der Elektrode oxidiert werden kann. Bei der Oxidation an der Elektrode liegt 
namlich noch kelne nennenswerte Konzentration dieser neuen oxidierten Substanz vor. Bisher muflte die 
enzymatisch reduzierte Verbindung an der Elektrode zu der ursprUnglich eingesetzten reduzierbaren 
Substanz zurUckoxidiert werden. die schon in hoher Konzentration voriag. HierfUr war ein erhohtes positives 

40 Potential nStig. 

In erfindungsgemaflem Sinne vorteilhaft als reduzierbare Substanzen einsetzbare Verbindungen sInd 
solche. die die bei der Oxidation des fUr die eingesetzte Oxidoreduktase entsprechenden Substrats 
anfallenden Elektronen von dem Enzym Ubernimmt und dabei ein elektronenreiches aromatisches Amin 
bildet. Unter elnem elektronenreichen aromatlschen Amin wird hierbei eine Verbindung verstanden, die 
45 elektronenreicher als Anilin ist und wegen des Eiektronenreichtums an der Elektrode bei niedrigem Potential 
oxidiert werden kann. In Frage kommen beispielsweise alle Aniilnderivate, die einen oder mehrere +1 
oder/und + M-Substituenten, wie Hydroxy-, AlkyI-, Alkoxy-, Aryloxy-. Alkylthio-, Arylthio-, Amino-. 
IVlonoalkylamino-und Dialkyiaminoreste am aromatlschen Ring oder am Anilinstickstoff tragen. 

AlkyI-, Alkoxy-, Alkylthio-, Monoalkylamino- und Dialkyiaminoreste sind Reste. in denen Alkyl einen 
50 Kohlenwasserstoffrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen darsteilt. der seinerseits durch eine Hydroxygruppe, 
eine gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch AlkyI mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen substitulerte Amlnogrup- 
pe. P03H2. SO3H Oder CO2H substituiert sein kann. Die SSurereste PO3H2, SOaH und COaH kdnnen als 
solche Oder in Salzform als Ammonium-. Alkali- oder Erdalkalisalze voriiegen. 

Aryloxy- und Arylthioreste sind aromatische Reste mit 6 bis 10 Kohlenstoffatomen, wobei Phenoxy- und 
55 Phenylthioreste besonders bevorzugt sind. 

Ammoniumsaize sind solche, die das Ammonium NH4 + enthalten oder solche. die ein- oder mehrfach 
durch AlkyI-, Aryl- oder Aralkylreste substitulerte Ammoniumkationen enthalten. AlkyI In AlkyI- und Aralkylre- 
sten bedeutet einen Kohlenwasserstoffrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen. Aryl in Aryl- und Aralkylresten ist 
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e!n 6 bis 10 Kohlenstoffatome zShlendes aromatisches RIngsystem. wobei Phenyl bevorzugt ist En 
bevorzugter Aralkylrest Ist Benzyl. 

Alkalisaize sind vorzugswelse solche des Lithiums, Natriums Oder Kaliums. Erdall^allsalze sind vorzugs- 
welse solche des Magnesiums Oder Calciums. 

5 Unter Anilinderivaten werden auch Verbindungen verstanden, die eine unsubstituierte Oder durch + 1 
oderAind -i-M-Substituenten, wie beispielsweise AlkyI ein- oder mehrfach substitulerte Aminogruppe an 
einem aromatischen RIngsystem tragen, das mit einem oder mehreren aromatischen oder/und allcycllschen 
Ringen anneliiert ist. Als aromatische Ringe kommen hierbei sowohl kohlenstoffaromatlsche Systeme als 
auch Heteroaromaten in Frage. Belspiete sind annelierte Benzol- oder Naphthalinringe oder ein annelierter 

10 Pyridinring. 

Unter alicycllschen Ringen werden gesattigte oder ungesStdgte Cycloaliphate mit 5 bis 7 Kohlenstoff- 
atomen. vorzugswelse 5 oder 6 Kohlenstoffatomen. verstanden. 

M6gliche Alkylsubstituenten dor Aminogruppe kSnnen Kohlenwasserstoffreste mit 1 bis 6 Kohlenstoff- 
atomen sein. die ihrerseits durch eine Hydroxygruppe, eine gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch AlkyI 
IS mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen substitulerte Aminogruppe, PO3H2, SO3H und CO2H substituiert sein kSnnen, 
Die Saurereste PO3H2. SO3H und CO2H kdnnen als solche oder in Salzform als Ammonium-, Alkali- oder 
Erdalkalisaize vorliegen, auf die die vorstehend gegebene Definition hier ebenfalls zutrifft. 

Die im Vorstehenden angegebenen Beispiele fOr +1 oder/und + M-Substituenten soli nicht als vollstan- 
dlge AufzShlung verstanden werden. Der Fachmann wlrd im Einzelfali wissen, ob ein gegebener Rest ein 
20 +1 oder/und + M-Substituent Ist und insofem sollen alie diese Reste mOgiiche Substituenten in elektronen- 
reichen aromatischen /Vmlnen sein, die gemafl der vorllegenden Erfindung eingesetzt werden kdnnen. 

Besonders bevorzugt als reduzlerbare Substanzen, die bei ElektronenUbemahme von der Oxldoredukta- 
se zu einem eleklronenreichen aromatischen Amin fOhren, das dann an einer Elektrode bei niedrigem 
Potential oxidiert werden kann, sind Verbindungen aus der Qruppe der Verbindungen der allgemelnen 
25 Fomnel I 

X-R (I) 

in der 

30 R einen elektronenreichen aromatischen Rest und 
X NO Oder NHOH 
darsteilt, 

und Verbindungen der allgemelnen Forme! II 
35 HO-N=Y (II) 

in der 

Y ein chinoides System, das nach Reduktion im aromatischen Zustand als elektronenreich bezeich- 

40 net werden kann, darsteilt. 

Unter einem elektronenreichen aromatischen Rest sind hierbei die oben fUr elektronenreiche aromati- 
sche Amne angegebenen Moglichkelten zu verstehen. 

Solche erfindungsgemSfien reduzierbaren Substanzen werden bei der ElektronenUbemahme von Oxido- 
reduktasen zu aromatischen Aminen reduziert und bei Oxidation an einer Elektrode nicht zu den ursprOngli- 

45 Chen reduzierbaren Substanzen oxidiert. Wie dem Fachmann bekannt Ist, werden bei der elektrochemi- 
schen Oxidation der elektronenreichen aromatischen Amine Elektronen aus dem Arylrest entfernt, so dafl 
Radikale oder chlnoide Systeme resultieren. Es entstehen jedoch keine chinoiden Oxime, kelne Hydroxyla- 
mine und keine Nitrosoverbindungen. 

Die elektrochemisch oxidierten Verbindungen kSnnon oft ihrerseits wieder Elektronen von Oxidoredukta- 

50 sen Ubernehmen und so zu elektronenreichen aromatischen Aminen rOckreduzlert werden. Es ist deshalb 
auch mSgllch, erfindungsgemafl reduzierbare Substanzen in Im Vergleich zu dem zu bestimmenden /\nalyt 
geringen Kpnzentratlonen, d.h. Im Oberschufl, einzusetzen. Sie wirken so als Vonratsform fOr die bei 
EIektroneni}bemahme von der Oxidoreduktase gebildeten elektronenreichen aromatischen Amine, welche 
als ElektronenUbertrSger zwischen Oxidoreduktase und Elektrode Im Kreis gefOhrt werden kdnnen. 

55 Ms hervon'agende Beispiele fClr erfindungsgemMOe ElektronenObertrSger haben sich 
N-(2-HydroxyethyI)-N*-p-nitrosophenyl-piperazin. 
N.N-Bis-{2-hydroxyethyl)-p-nitrosoanilin, 
o-Methoxy-tN.N-bis-(2-hydroxyethyl)]-p-nitrosoanilin. 

5 
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p-Hydroxynitrosobenzot. 

N-MethyI-N'-(4-nitrosophenyI)-pipera2in, 

p-Chinondioxim 

N.N-Dimethyhp-nitrosoani!in, 

N,N-Diethyl-p-nitro5oanilin, 

N-(4-Nltrosoph8nyl)-morpholin, 

N-Benzyl-N-(5*-carboxyp8ntyI)-p-nitrosoanllin, 

N.N-Dimethyl-4-nitroso-1-naphthylamin, 

N,N,3-Trimethyl-4-nitrosoanilin, 

N-(2-Hydroxyethyl)-5-nttrosoindolln 

N,N-Bls-(2-hydroxyethyl)-3-chlor-4-nltrosoanllin. 

2,4-Dimethoxy-nitrosobenzol, 

N.N-Bis-(2-methoxy6thyi)-4-nitrosoanilin. 

3-Methoxy-4-nltrosophenol, 

N-(2-Hydroxyethyl)-6-nitroso-1,2,3,4-tetrahydrochinolin, 

N,N-Dimethyl-3-chlor-4-nitrosoaniljn, 

N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-3-fluor-4-nitrosoanilin, 

N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-3'methylthio-4-nitrosoanilin, 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-(2-{2-methoxyethoxy)-ethyl)-4-nitrosoaniHn, 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-(3-nnethoxy-2-hydroxy-1-propyl)-4-nltrosoanilin, 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-(3-(2-hydroxyethoxy)-2-hydroxy-1-propyl)-4-nitrosoaniIin, 

N-(2-HydroxyethyI)-N-(2-(2-hydroxyethoxy)-ethyl)-4-nitrosoanllln erwiesen. 

One besonders bevorzugte erfindungsgemafi reduzierbare Substanz ist N,N-Bis-(2'hydroxy6thyl)-p- 
nitrosoanilin. Ganz besonders bevorzugt rst N-(2-Hydroxyethyl)-N-(2-(2-hydroxy©thoxy)-ethyl)-4-nitrosoaniIin. 

Viele erfindungsgemaiS einsetzbaren Verbindungen der allgemeinen Formel I sind fc^kannt. Neu sind 
Nitrosoantlinderivate der allgemeinen Formel III 




(III) 



in der 

Wasserstoff, Halogen, Alkoxy Oder Alkylthio bedeutet, 
R2 einen Alkylrest und 

einen Hydroxyalkylrest darstellt Oder 
R2 und R3 gleich oder verschieden sind und jeweils einen Oialkylaminoalkylrest, einen gegebenen- 
falls im Alkylteli durch Hydroxy substltulerten HydroxyaikoxyaikyI-, oder Alkoxyalkylrest 
Oder einen Polyalkoxyalkylrest der gegebenenfalls im Alkylteil durch einen Hydroxyrest 
substituiert ist, darstetlen oder 
R2 und einen durch Schwefel oder StickstofF unterbrochenen Alkylenrest bilden, wobei Stickstoff 
durch einen Alkyl-, HydroxyalkyI-. HydroxyalkoxyalkyI-. AlkoxyhydroxyalkyI-, Dioxanylyl- 
alkyl- Oder Polyalkoxyalkylrest substitulert ist. der selnerseits jeweils gegebenenfalls im 
Alkylteil durch einen Hydroxyrest substituiert ist oder 
wenn in ortho-Stellung zu NR^R^ steht, auch zusammen mit einen Alkylenrest darstellt. wobei 
dann fUr einen Hydroxyalkylrest oder wenn der Alkylenrest 3 Kohlenstoffatome enthSIt gegebenenfalls auch 
fOr einen Alkylrest steht oder 

wenn R^ nicht Wasserstoff ist, R^ und R^. die gleich oder verschieden sind, jeweils einen Hydroxyalkylrest 
darstellen oder ein Salz dieses Derivates. 

Hierbei bedeutet Halogen Ruor, Chlor. Brom Oder Jod. Ruor und Chlor sind besonders bevorzugt 
Alkyl. Alkoxy oder Alkylthio sind Reste mit 1-6 Kohlenstoffatomen, solche mit 1-3 Kohlenstoffatomen sind 
besonders bevorzugt 

Die fOr Alkyl vorstehend gegebene Definition triffl auch fOr den Alkylteil In HydroxyalkyI-, DIalkylaminoalkyI-, 
HydroxyalkoxyalkyI-. AlkoxyaikyI-. PolyaikoxyalkyI-, AlkoxyhydroxyalkyI- und Dioxanylyl-alkylresten zu. 
En Dioxanylyhalkylrest ist ein Rest bei dem ein Dioxanringsystem an einen Alkylrest gebunden ist 
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Vorzugsweisa handatt es sich urn ein 1,4-Dioxanringsystem. d. h. 

Ein Polyalkoxyalkylrest ist ein Rest 
-Alkyl-(Alkoxy)n-Alkoxy 

mit n= 1-10. Bevorzugt ist n= 1-4. Besonders bevorzugt ist n= 1-3. Ein Aikylenrest ist eine geradkettige 
70 Oder verzweigte - vorzugsweise geradkettige gesfittigte oder ungesSttigte - vorzugsweise gesSttigte 

Kohlenwasserstoffkette aus 2-5, vorzugsweise 2-4 C-Atomen, mit zwei freien Bindungsstellen. 

In der Bedeutung eines von und durch Schwefel Oder Stickstoff unterbrochenen Alkylenrestes ist der 

durch Einbeziehung des Stickstoffatomes der allgemelnen Formel 111 geblldete Thiomorpholln-bzw. Pfpera- 

zinrest bevorzugt. Der Piperazinrest ist besonders bevorzugt. 
IS In der Bedeutung eines von und R^ gebildeten Alkylenrestes ist der durch Einbeziehung des 

aromatlschen Ringes der allgemelnen Fonnel III geblldete Indolln- oder 1 .2,3.4-Tetrahydrochinolinrest 

bevorzugt. 

Als Salz eines erfindungsgemSfen Nitrosoanilinderlvates der allgemelnen Fonmel III werden insbesondere 
solche starker Sauren, insbesondere Mineralsauren, wie Salzsaure. Schwefelsaure. Salpetersaure. 
20 Phosphorsaure bevorzugt. Ganz besonders bevorzugt sind Hydrochloride, das sind Saize der Salzsaure. 
Erfindungsgem§6 bevorzugt sind von den neuen Nitrosoanilinderlvaten vor allem: 

a) 2.2'-I(3-nuor-4-nitrosophenyl)imino]bls-ethanol, 

b) 2,2'-[(3-Chlor-4-nitrosophenyl)imino]bis-ethanol. 

25 c) 2,2*-[(3-MethDxy-4-nitrosophenyl)imino]bis-ethanoI, 

d) 2,2*-[(3-Methylmercapto-4-nitrosophenyl)imino]bis-ethanol, 

e) 2-[(2-Hydroxyethoxy)ethyl-(4-nitrosophenyl)amino]ethanol. 

f) 2-[(2-Methoxyethoxy)ethyl-(4-n{trosophenyl)amino]ethanol. 

g) 1 -[N-(2-Hydroxyethyl)-(4-nitrosoanllino)]-3-methoxy-2-propanol, 

30 h) 1 -[N-(2-Hydroxyethyl)-(4-nltrosoanilino)]-3-(2-hydroxy-ethoxy)-2-propanol 

i) 1 -Methyf-4-(4-nitrosophenyl)-piperazin. 

j) 4-(4-Nitrosophenyl)-1 -piperazino-ethanol, 

k) 5-Nitroso-1-indoIinethanol, 

I) 1-Methyl-6-nltroso-1 .2,3.4-tetrahydrochinolin, 
35 m) 6-Nitroso-3,4-dihydro-1 (2H)chlnollnethanol 

und deren Salze. 

Besonders bevorzugt sind hiervon die Verbindungen a), d), e), f), g). und h) sowie deren Salze. Ganz 
besonders bevorzugt ist Verbindung e) beziehungsweise deren Salze. insbesondere das Hydrochlorid. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel III sind herstellbar durch Umsetzung einer Verbindung der 
40 allgmeinen Formel IV 



45 




(IV) 



in der R\ R^ und R^ die gleiche Bedeutung wie in Verbindungen der allgemeinen Formel III haben, mit 
50 NItrit. 

Ein analoges Verfahren ist aus J.J. D'Amico et al.. J. Amer. Chem, Soc. 81^. 5957 (1959) bekannt. 

Als Nitrit wird vor allem Alkalinttrit eingesetzt, wobei als Alkaiimetall Lithium. Natrium. Kaiium. Rubidium 
Oder Caesium in Frage kommen; Natrium- und Kaliumnitrrt werden bevorzugt verwendet Natriumnitrit ist 
ganz besonders bevorzugt. Die Umsetzung findet bevorzugt in saurem Medium bei niedriger Temperatur 
55 statt. Die Temperatur soilte vorteilhafterweise unter 10* C liegen, vorzugsweise zwischen -10 und +5* C. 
Die Reaktion einer Verbindung der allgemeinen Formel IV mit Nitrit findet vortetlhaftenAfeise In wassrtgem 
Medium statt. Der pH soilte vorzugsweise kleiner 3, besonders bevorzugt kleiner 2 sein. 

Zur Umsetzung wird in einer bevorzugten AusfUhrungsform eine Verbindung der allgemeinen Formel IV 
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Oder ein Saiz hiervon. vorzugsweise ein Salz einer MineralsSure. wie Salzsdure. SchwefetsSure, Salpeter- 
sSure Oder PhosphorsSure in waissiigem saurem Milieu vorgelegt und gel<Ohlt. 

Hierzu wird unter Beibehaltung einer niedrigen Temperatur der Reaktionsmischung Nitrit. vorzugsweise In 
gel5ster Form, zugegeben. Vortellhafterweise wird audi als Ldsungsmlttet fUr das Nitrit ein wMssriges 

5 Medium venvendet Nach Zugabe des Nitrits wird bis zum Ablauf der Reaktion die Reaktionsmischung bei 
niedriger Temperatur gehaiten. Zur Aufarbeitung der Reaktionsmischung wird vorzugsweise mit einem 
organischen Losungsmittei extrahiert und das Produkt aus dam Extrakt isoliert. 

Die erfindungsgemafi als ElektronenUbertrager einsetzbaren Verbindungen kdnnen in oxidierter Form 
gelagert und eingesetzt werden. HIerdurch werden Anlaufstrome vermieden und Endpunktbestimmungen 

TO mit einem OberschuB an ElektronenUbertrager sind durchfOhrbar. Die erflndungsgemac als EiektronenQber- 
trSger einsetzbaren Verbindungen sind lagerstabil und kfinnen mit Oxidoreduktasen etne schnelle Reaktion 
eingehen. Sie sind vor ailem bei Einsatz von Oxidasen gegenUber Sauerstoff konkurrenzfahig und kSnnen 
gegenUber auch der hochsten zu t)estimmenden Anaiytkonzentration im OberschuB eingesetzt werden. 
Besonders die ietztgenannte Eigenschaft. wird durch die gute Ldslichkeit der erfindungsgemSBen Elektro- 

75 nenUbertrager in wassrigem Medium ermoglicht. 

Ein besonderer Vorteil der erfindungsgem^B ats ElektronenUbertrager einsetzbaren Verbindungen ist ihre 
Eigenschaft,bei der elektrochemischen Bestimmung von Analyten in KdrperflUssigkeiten nicht Oder nur in 
nicht wesentlichem AusmaB nicht enzymatische Reduktlon durch reduzierend wirkende Substanzen in 
KorperflOssigkeiten einzugehen. Die erfindungsgemSBen ElektronenUbertrSger werden an der Elektroden- 

20 oberfiache schnell oxidiert und sind In reduzierter Form nicht sauerstoffempftndlich. Mit diesen Verbindun- 
gen kann bei niedrigem Potential fQr die Oxidation an der Elektrode gearbeitet werden. 

tn der voriiegenden Erfindung wird als Analyt eine zu bestimmende Substanz bezeichnet. Oblichenweise 
handelt es sich hierlaei um eine Komponente einer Mischung von Substanzen. Vor atlem bietet dlesbezQg- 
lich das erfindungsgemaBe Verfahren Vorteiie bei der Bestimmung eines Analyten in einer KdrperflQssigkeit. 

26 wie Blut, Plasma, Serum, Urin, well es hierbei sehr stark auf eine spezifische Reaktion nur einer 
Komponente des biologischen Vielkomponentensystems ankommt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur elektrochemischen Bestimmung eines Analyts beruht darauf. daB 
der Analyt selbst durch eine Oxidoreduktase oxidiert wird also ein entsprechendes Enzymsubstrat darstellt 
Oder der Analyt In einer oder mehreren vorgeschalteten Reaktionen, vorzugsweise enzymatischen Reaktio- 

30 nen, in eine Verblndung QberfOhrt wird, die von einer Oxidoreduktase oxidiert werden kann. Die bei einer 
solchen Oxidation anfalienden Eiektronen sind der Menge des zu bestimmenden Analyts proportional. 
Werden diese Eiektronen von einer erfindungsgemSB reduzierbaren Substanz auf eine Elektrode Ubertra- 
gen, so fOhrt dies zu einem Signal, das ein MaB fOr den zu bestimmenden Analyt ist. Moglich sind 
amperometrische Verfahren. wobei ein Strom gemessen wird Oder Potentiometrie, d.h. Messung einer 

35 Spannung. 

FUr das erfindungsgemaBe Verfahren sind als Oxidoreduktasen Oxidasen. nicht-NAD(P)-abhMnglge 
Dehydrogenasen oder Diaphorase t)evorzug[t. Beispielsweise konnen erfindungsgemSB Glucose mit Gluco- 
seoxidase. Lactat mit Lactatoxidase, Glycerinphosphat mittels Glycerophosphat-Oxldase oder Cholesterin 
mittels Cholesterinoxidase bestimmt werden. Als nicht-NAD(P)-abhSngige Dehydrogenase kann beispiels- 
40 weise Glucose-dye-Oxidoreduktase zur Bestimmung von Glucose eingesetzt werden. Diaphorase die auch 
als NADH:dye-Oxidoreduktase bezeichnet werden kann. kann vorteilhaft zum Nachweis von NADH verwen- 
det werden. 

In FMIlen in denen ein Analyt elektrochemisch bestimmt werden soli, der nicht selbst als Substrat fur 
eine Oxidoreduktase dient, kann dieser Analyt durch eine oder mehrere vorgeschaitete Reaktionen, 

45 insbesondere enzymatische Reaktionen. in eine Verbindung OberfUhrt werden, die von einer Oxidoreduktase 
als Substrat akzeptiert wird. Beispielsweise konnen Triglyceride so bestimmt werden, daB diese mittels 
einer Esterase In Glycerin- und Sdurereste gespalten werden, Glycerin mit Glycerinkinase und ATP in 
Glycerinphosphat UberfUhrt und dieses schiieBIich mittels Glyerophosphatoxidase oxidiert wird und die 
dabei anfalienden Eiektronen von einem erfindungsgemaBen ElektronenQbertrager an eine Elektrode abge- 

50 geben werden, wobei ein Strom erzeugt wird, der der Menge an Triglyceriden in der zu bestimmenden 
Probe proportional ist. 

Analog kann beispielsweise auch Totai-Cholesterin bestimmt werden, indem Choiesterinester durch 
Cholesterinesterase gespalten und das so gebiidete Cholesterin mittels Cholesterinoxidase bestimmt wer* 
den kann. Auch hier ist die Menge an so gebildetem Cholesterin und der bei Oxidation mittels Cholesterin- 
55 oxidase freiwerdenden Eiektronen, die mittels einer erfindungsgemaB reduzierbaren Substanz auf eine 
Elektrode Ubertragen werden und so einen Strom erzeugen, proportional der zu bestimmenden Menge an 
Total-Cholesterin. 

FUr die Bestimmung von NADH bietet sich das Enzym Diaphorase an. Mittels der erfindungsgemiB 
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reduzierbaren Substanzen kdnnen Bektronen auch von Diaphorase auf efne Elektrode Obditragen warden. 
Da sehr viele biologische Substanzen enzymatisch unter Bildung von NADH umgesetzt warden kQnnen, 1st 
es auf diesem Wage mdglich, viele Anatyte durch enzymatische Reaktionssequenzen in NADH umzuwan- 
deln und dieses dann schliefilich Qber Diaphorase und eine erfindungsgemSB eingesetzte reduzierbare 

5 Substanz an einer Elektrode zu bestimmen. 

Es versteht sich aus den vorangehenden Darlegungen von selbst, dafi erfindungsgemM0 nattirlich auch 
Oxidoreduktasen bestimmt werden kdnnen, wenn eine entsprechende Verbindung, die als Enzymsubstrat 
akzeptfert wird und eine ertindungsgemSS reduzierbare Substanz vorgelegt werden. So kann beispielsweiee 
Glucoseoxidase elektrochemlsch bestimmt werden, wenn Glucose und ein erflndunsgemS/Jer Elektronen- 

10 Obertrager in Gegenwart eines entsprechenden Sensorelektrodensystems mit der zu bestimmenden Probe 
kontaktiert werden. 

Das erfindungsgemS^e Verfahren zeichnet sich vor aliem dadurch aus, daB die zur ElektronenUbertra- 
gung von einer Oxidoreduktase auf eine Elektrode eingesetzte reduzierbare Substanz In Ihrer oxidlerten 

Form lagerstabil ist und auCerdem gut wasserloslich ist. was vor allem fOr die Bestimmung von Analyten in 

75 KSrperflQssigkeiten, wie Blut, Plasma. Serum, Urin sehr wichtig ist. Die erfindungsgemSfi einsetzbaren 
reduzierbaren Substanzen weisen eine schnelle Reaktion mit Oxidoreduktasen auf und sind Insbesondere 
bei Reaktion mit Oxidasen sehr gut konkurrenzfMhrg gegenUber Sauerstoff. Aufgrund ihrer Ldslichkeit 
kdnnen ste sehr gut fOr amperometrische Endpunktsverfahren eingesetzt werden, wo ein Oberschu0 
gegenUber der hochsten zu bestimmenden Analytkonzentration erfordertich ist. Da die erfindungsgemSfl 

20 einsetzbaren reduzierbaren Substanzen in KorperflUssigkeiten nur vemachlSssigbar nichtenzymatische 
Reduktion durch dort anwesende Reduktionsmittel eingehen, an der Elektrodenoberflache schnell oxidiert 
werden und in der reduzierten Form kaum sauerstoffempfindlich sind, eignen sich diese Substanzen sehr 
gut fOr spezifische, stOrungsfreie elektrochemische Analytbestimmungen. Da0 stQrungsfreie und speziflsche 
elektrochemische Analytbestimmungen mSglich sind, wird darQberhlnaus vor allem dadurch bedingt, dafi 

25 die erfindungsgemaiS einsetzbaren reduzierbaren Substanzen nur ein geringes Eiektrodenpotential erfordern. 
Das erfindungsgemSfle Verfahren zur elektrochemlschen Bestimmung eines Analyts ist nicht auf 
bestimmte elektrochemische Vorrichtungen beschrSnkt. Es lessen sich hierzu beispieisweise Sensoreiektro- 
densysteme aus dem Stand der Technik einsetzen. Gmndsatzlich sind Sensorelektrodensysteme zur 
Bestimmung eines Analyts in einer flQssigen Probe geeignet, die mindestens zwei elektrisch leitfahige Mittel 

30 als Elektroden enthalten. die isoliert voneinander vorliegen und die Jewells mittels einer elektrisch leitfdhlgen 
OberflSche mit der zu untersuchenden Probe in elektrlschen Kbntakt gebracht werden kfinnen. Es ist 
hierbei denkbar. dafl nur zwei Elektroden. namlich eine Arbeits- und eine Referenzelektrode eingesetzt 
werden, Auch eine MeBanordnung ohne Referenzelektrode, d.h. nur mit Arbeits- und Gegenelektrode ist 
moglich. Hierbei wird ledigllch extern die Spannung l<onstant gehalten. IV!6glich ist aber auch die Venwen- 

35 dung von drei Elektroden, nSmiich einer Referenz-, einer Arbeits- und einer Gegenelektrode. Entsprechende 
Sensorelektrodensysteme sind aus dem Stand der Technik bekannt, beispieisweise aus G. Henze und R. 
Neeb. "Elektrochemische Analytik", Springer-Veriag (1986). 

Wichtig ist, dai3 fUr die elektrochemische Bestimmung eines Analyts (mindestens) eine Elektrode, d.h. 
eine elektrisch leitfahige OberflSche eine Oxidoreduktase und eine reduzierbare Substanz, die Eiektronen 

40 zwischen der Oxidoreduktase und der elektrisch leitfahigen OberfiSche zu Ubertragen in der Lage ist, 
kontaktiert. Hierbei ist es denkbar, da/3 aile benOtigten Reagenzlen sich zusammen mit der zu untersuchen- 
den Probe in Ldsung befinden, Oder dafl ein Tell der Reagenzlen, vorzugsweise die Oxidoreduktase 
und/oder die Eiektronen Ubertragende reduzierbare Substanz auf einer Elektrode Immobilisiert sind und der 
Rest In Losung vorliegt, oder da0 sSmtliche fOr die Bestimmung notwendigen Reagenzlen auf einer 

45 Elektrode immobilisiert sind. GrundsStzlich Ist es fUr die Funktion eines Sensorelektrodensystems nicht 
entscheidend. ob die Arbeitselektrode die Oxidoreduktase und die als ElektronenQbertrager fungierende 
reduzierbare Substanz als geloste Substanzen !<ontaktiert Oder ob diese Substanzen als teste Substanzen 
auf die Elektrode aufgebracht sind und sich ggf. bei Kontakt mit der zu bestimmenden flQssigen Probe 
Idsen Oder auch nach Kontakt mit der zu bestimmenden flQssigen Probe auf der Elektrode immobilisiert 

50 bieiben. 

SelbstverstSndiich ist es so, dafl fUr die Bestimmung einer Oxidoreductase vorstehende Beschreibung 
analog gilt. Es mufl dann berQcksichtlgt werden, dafl das Sensoreiektrodensystem ein Oxidoreduktase- 
Substrat und eine erfindungsgemSifl reduzierbare Substanz kontaktiert. Im Qbrigen gelten fQr diesen Fall die 
fQr die Bestimmung eines Analyts gemachten AusfQhrungen entsprechend. 
55 Die beiliegenden Rguren eriautem die Erfindung nSher. Es zeigen 

Rg. 1 in Tell a) ein Schema zur Funktion der erfindungsgemdfl einsetzbaren reduzierbaren Substanzen 
in erfindungsgemaflen Verfahren und Sensorelektrodensystemen, wenn die Konzentration des Eiektronen- 
QbertrSgers grofler oder gleich der zu bestimmenden Analyticonzentration ist 
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Rg. 1 In Teil b) ein Schema zur Funktion efektronenObertragender Substanzen in Verfahren und 
Sensoreiektrodensystemen des Standes der Technik. 

Rg. 2 in Teil a) ein Schema zur Funktion der erfindungsgemsifi einsetzbaren reduzierbaren Substanzen 
in erfindungsgemafien Verfahren und Sensorelektrodensystemen, wenn die Konzentration der elektronen- 
5 Obertragenden Substanz sehr viel kieiner als die Konzentration des zu bestimmenden Analyts tst. 

Rg. 2 in Tell b) ein Schema zur Funktion elektronenUbertragender Substanzen in Verfahren und 
Sensorelektrodensystemen des Standes der Technik. 

Rg. 3 ein Sensorelektrodensystem far die DurchfUhmng des erfindungsgemSBen Vefahrens bei der die 
bendtigten Substanzen in Losung vorliegen. 
10 Rg. 4 ein Sensorelektrodensystem zur DurchfUhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. das als 
Elnmal- bzw. Wegwerfsensor konzipiert ist 

Fig. 5: Oiagramm mit der aus Cyclovottammogrammen erhaltenen Werte fUr anodische Stromdichtema- 
xlma bei verschledenen Glucosekonzentratlonen mit N,N-bis-(2-hydroxyethyl)-p-nitrosoanilin als elektroden- 
Obertragender Substanz in einem erfindungsgemSflen elektrochemischen Glucosetest. 
75 Rg. 6: Diagramm zur Beziehung zwischen Stromdichte und NADH-Konzentratlon in einem erfindungs- 
gemSfl NADH-Test. 

Fig. 7: Cyclovoltammogramme fOr N-(2-hydroxyethyl)-N'-p-nltrosophenyl-plperazin und N,N-Bis-(2-hy- 
droxyethylHHiitrosoanilln. 

Rg. 8: Diagramm zur AbhSngigkeit der Stromdichte von der Glucosekonzentration nach dem erfin- 
20 dungsgemaiJen Verfahren mit N-Methyl-N*-(4-nitrosophenyl)-plperazin als elektronenUbertragender Substanz 
In Gegenwart und in Abwesenheit von Luftsauerstoff. 

Rg. 9: Diagramm zur AbhSngigkeit der Stromdichte von der Glucosekonzentration nach Verfahren des 
Standes der Technik mit Tetrathlafulvalen als elektronenUbertragender Substanz in Gegenwart und In 
Abwesenheit von Luftsauerstoff. 
25 Rg. 10: Diagramm zur AbhSngigkeit der Stromdichte von der LDH-Konzentration nach dem erfindungs- 
gemaflen Verfahren mit N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-p-nitrosoanIlin als elektronenUbertragender Substanz bei 
verschledenen Zeiten nach Start der Bestimmungsreaktion durch Lactatdehydrogenase. 

Rg. 11: Strom-Zelt-Kurven fUr das erfindungsgemSBe Verfahren mit einer EInmal-Elektrode gemSfi Rg. 
4 zum Glucosenachwels. 

30 Rg. 12: Diagramm zur AbhSngigkeit des Stromas von der Glucosekonzentration nach dem erfindungs- 
gemSBen Verfahren mit einer Einmalelektrode gemafl Rg. 4 nach 10 Sekunden Reaktionszert. 

In Rg. 1 und 2 werden die Unterschiedo zwischen dem erfindungsgemaBen Verfahren (a) und dem 
Verfahren des Standes der Technik (b) bei Verwendung eines Oberschusses der elektronenUbertragenden 
Substanz Uber den zu bestimmenden Analyt (Rg. 1) und bei Einsatz einer gegenUber der Analytkonzentra- 

35 tion sehr geringen Menge an elektronenUbertragender Substanz (Rg. 2) dargestellt. Nach dem Verfahren 
des Standes der Technik gemaB Rg. 1 b) wird die elektronenObertragende Substanz (Eox i) In Anwesenheit 
des zu bestimmenden Analyts Oder der von dem Analyt abgeleiteten Substanz (Sred). die enzymatisch zu 
(Sox) oxidlert wird. in die reduzierte Form (E^d) OberfUhrt. An einer Elektrode wird der reduzierte Elektronen- 
UbertrSger (Ercd) durch Elektronenabgabe in die ursprUnglich eingesetzte reduzierbare Substanz (E^ ,) 

40 zurUckoxIdiert. 

DemgegenUber wird nach dem erflndungsgemSBen Verfahren gemSB Rg. 1 a) die als ElektronenUber- 
trSger fungierende reduzierbare Substanz (Em i) bei der enzymatischen Oxidation des zu bestimmenden 
Analyten bzw. der von dem Analyt abgeleiteten Substanz (Sred) zu (Sox) in die reduzierte Form (E^d) 
OberfUhrt. Bei der anodischen Oxidation an einer Elektrode wird dann erne oxidierte Form des Elektronen- 

45 QbertrSgers (Eox 2) gebildet, die von der ursprUnglich eingesetzten reduzierbaren Substanz (Eox 1) verschie- 
den ist Wegen der zu Anfang der elektrochemischen Oxidation volligen Abwesenheit von Eox2 kann £na bei 
besonders niedrrgem Potential oxidlert werden. Die erfindungsgemaBe elektronenUbertragende reduzierbare 
Substanz (Eox 1) kann so gewahit werden, daB zur anodischen Oxidation der enzymatisch gebildeten 
reduzierten Form (Ered) ein relativ niedriges Potential genUgt. Hierdurch kdnnen storende Begleltreaktlonen 

50 vermieden werden, die entstehen, wenn bei Aniegung hoher Potentiale an den Elektroden Begleitsubstan- 
zen in den zu untersuchenden Proben oxidlert werden. so zu einem StromfluB und damit zu einem falsch 
posltiven Ergebnis fUhren. Bei dem Verfahren des Standes der Technik gemMB Rg. 1 b) ist zur RUckoxida- 
tion der enzymatisch gebildeten reduzierten Form des ElektronenUbertragers (Ered) wegen des Oberschus- 
ses an Eaxi ein hoherss Potential als das der ursprUnglich eingesetzten reduzierbaren Substanz (Eox 1) 

55 erforderlich. 

Wird die als ElektronenUbertrSger fungierende reduzierbare Substanz (Eox 1) im UnterschuB gegenUber 
dem zu bestimmenden Analyt bzw, der von dem zu bestimmenden Analyt abgeleiteten Substanz (S,od) 
eingesetzt. so kann nach dem Verfahren des Standes der Technik (Rg. 2 b) die reduzierbare Substanz 
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zwischen Qektrode und Enzym im Kreis gebQhrt werden. da die reduzierte Form (End) anodisch in die 
ursprUnglich eingesetzte reduzierbare Substanz (Eoxi) zurUckoxidiert wird. 

Gema0 dam erfindungsgem§i3en Verfahren (Rg. 2 a) kann dann. wenn die an der Elektrode gebiidete 
oxidierte Foim des ElektronenUbertrSgers a) ebenso von dem reduzierten Enzym reduziert wird wie die 

5 ursprOngllch eingesetzte reduziert>are Substanz (Egx i),dann kann Eox i beisplelsweise als lagerstabile 
Vorratsfbrm fUr das ElektronenUbertragungssystem Eoxz/Ered dienen. 

FUr das erfindungsgemfifie Verfahren kdnnen grundsStzHch aiie Sensorelektrodensysteme eingesetzt 
werden, die auch fQr die DurchfUhrung der Verfahren des Standes der Technik geeignet sind. So kann ein 
Sensorelektrodensystem gemM/3 Rg. 3 verwendet werden, vyie es beispietsweise aus G. Henze und R. 

TO Neeb, "Elektrochemlsche Analytik", Springer-Verlag (1986) bekannt ist. 

Hierbei tauchen eine Arbeitselektrode (1), eine Gegenelektrode (2) und eine Referenzelektrode (3) In die 
zu bestimmende flUssige Probe (4). FQr die Etektroden kdnnen Qbiiche Materiallen verwendet werden. 
Arbelts- und Gegenelektrode (1. 2) kdnnen beispielsweise vorteilhaft aus Edelmetalien bestehen Oder unter 
Mitven/vendung solcher Metalie hergestellt sein. Bevorzugte fVlaterialien fUr Arbeits- und Gegenelektroden 

75 (1, 2) sind beispielsweise Gold und Platin. Die Referenzelektrode (3) kann ebenfalls aus hierfur gebrauchll- 
Chen Systemen aufgebaut sein. Bevorzugt ist beispielsweise das Silber/Silberchloridsystem. Die Referenzel- 
ektrode (3) steht vorteilhaft Uber eine SalzbrQcke. beispietsweise eine Kaliumchloridl5sung in Verbindung 
mit dem Ubrigen Elektrodensystem (1, 2) In der zu bestimmenden flUssigen Probe (4). 

Die fUr das erfindungsgemMBe Verfahren erforderliche Oxidoreduktase bzw. das Oxidoreduktase-System 

20 Qe nachdem, ob ein Analyt oder eine Oxidoreduktase bestimmt werden soli) und die als BektronenQt)ertr3- 
ger fungierende reduzierbare Substanz kdnnen in der zu bestimmenden Probe (4) gelost sein oder sie 
kdnnen sich auch alle oder teilweise auf der Art>eitselektrode (1) befinden. Wie die Elektroden je nach dem 
zu messenden elektrischen Signal miteinander eiektrisch verbunden und geregelt werden mUssen, Ist fQr 
den Fachmann selbstverstandlich. 

25 In Fig. 4 ist die Konstruktion einer Einmalelektrode dargestellt, wie sle beispietsweise zum Nachweis 
von Glucose venArendet werden kann. Auf einem isolierenden Tragenmaterial (8), beispielsweise einer 
Polycarbonatfolie. kdnnen mit geelgneten Methoden die notwendlgen Elektroden und zugehdrigen Zuleitun- 
gen aufgebracht werden. Geeignete IVlethoden kdnnen beispielsweise Siebdruck-, Inkjet-, Aufdampfverfah- 
ren oder DQnnfilmtechnik sein. In Rg. 4 bedeuten (5) die Arbeitselektrode, (55) die zugehdrigen eiektrisch 

30 leitflhigen Zuleitungen, (8) eine Referenzelektrode mit Zuteltung (66) und (7) eine Gegenelektrode mit 
entsprechender Leiterbahn (77). FUr Elektroden und Leiterbahnen kdnnen bekannte eiektrisch leitfahige 
Materiallen venvendet werden. Beispielsweise kdnnen zur Herstellung der eiektrisch leitfahigen Zuleitungen 
zu den Elektroden kaufliche Graphitdruckpasten venvendet werden. Die Elektroden enthalten moist Edelme- 
talle wie Silber, Gold oder Platin. In dem erfindungsgemSBen Sensorelektrodensystem gemM Rg. 4 enthalt 

35 die Arbeitselektrode die fOr die DurchfUhrung der elektrochemischen Bestimmung eines Analyts bzw. einer 
Oxidoreduktase notwendigen Reagenzien. FQr die Bestimmung von Glucose beispielsweise Glucoseoxidase, 
eine erfindungsgem9/3 elektronenQbertragende reduzierbare Substanz, eine Puffersubstanz. die den pH- 
Wert der zu untersuchenden Probe fOr die enzymatische Reaktion optimiert, sowie ggf. ein Detergens und 
Quellungsmittel, um mit einem die Mischung leitfahig machenden IVIateriai eine zur 1-iersteilung einer 

40 Elektrode notwendige Konsistenz zu erreichen und die Mischung als Paste verarbeitbar zu machen. Als 
leitfahig machendes Material kann beispielsweise Graphitpulver zugegeben werden. Referenz- (6) und 
Gegenelektrode (7) sowie die entsprechenden Zuleitungen (66) und (77) kdnnen beispietsweise aus 
kauflichen Silberleitpasten hergestellt werden. die pulverisiertes Silberchlorid enthalten. Bn Sensorelektro- 
densystem gemafi Rg. 4 kann in einer Grd/3e von etwa 10x30 mm hergestellt werden. Die zu untersuchen- 

45 de Ldsung kann auf die ElektrodenflSchen aufgegeben werden oder der Testtrager kann so in die zu 
untersuchende Ldsung getaucht werden, 6bB die Elektrodenfiachen mit FlGssigkeit bedeckt sind. Bei 
amperometrischer Messung kann dann ein Potential an die Elektroden angelegt und ein Strom gemessen 
werden, der proportional dem zu bestimmenden Analyt ist. 

Dazu wird zwischen Gegenelektrode (7) und Arbeitselektrode (5) der Strom derart gemessen und 

60 geregelt, daB zwischen Referenz- (6) und Arbeitselektrode (5) eine vorgegebene Spannung eingehalten 
wird. Die Spannungsmessung zwischen Arbeits- (5) und Referenzelektrode (6) erfolgt stromlos, so daB 
Widerstande der Leiterbahn keine Rolle spielen. Bel geringerer Anforderung an die Genauigkeit der 
Elektrodenpotentiale kann auch auf die stromlose Spannungsmessung verzlchtet werden oder die Referen- 
zelektrode (6) gleichzeltig als Gegenelektrode (7) betrieben werden. 

55 Die Erfindung wird im folgenden durch Beispiele nSiher erlSutert. 

Beisptel 1 
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Glucosetest 

Es wird ein Sensorelektrodensystem gema0 Rg. 3 eingesetzt Die Arbeitselektrode (1) besteht aus 
einem Golddraht mit 0.1 cm^ Rftche. Die Gegenelektrode (2) ist ein Platindraht mit 0,1 cm^ RSche und die 
5 Referenzelektrode (3) ist ein Siiber/Silberchloridsystem der Rrma Orion Research Inc. (Boston. Massachu- 
setts, USA). 

Im Reaktionsgefai5 beflndet sich eine Losung aus 
0,1 mo!/l Kaliumphosphatpuffer und 0,1 mo!/l Kalimchlorid. pH 7.0; 
10 mmol/l N.N-Bis-{2-hydroxy8thyl)-p-nitrosoanilin und 

10 Glucose in einer Konzentration zwischen 0 und 100 mmol/l. 

Die Bestimmungsrealction wird durch Zugat>8 von Qlucoseoxidase (EC 1.1.3.4) in die Reaktionsmi- 
schung und anschlie0endes Mischen ausgelost. Es wird soviel Gtucoseoxidase zugegeben, daiS die 
Konzentration In der Reai<tionsmischung 0.5 mg/mt (125 U/ml) betragt Eine i\4inute nach der Giucoseoxida- 
sezugabe wird mit einem Potentiestaten (Mod. 273 EG & G, Princeton Applied Research, Princeton, New 

75 Jersey, USA) ein Cyclovoltammogramm bei einer Scan-Rate von 100 mV/s gemessen. Ausgewertet werden 
die Strome des ersten Oxidationsmaximums bei 150 mV. Die erhaltenen Resuitate zeigt Rg. 5. Entspre- 
chende Messungen nach 5 Minuten nach Glucoseoxidasezugabe oder bei Sauerstoffausschlu/3 (unter 
Argon) ergeben keine wesentliche Anderung. 

Wie aus dem Diagramm gemafl Rg. 5 ersichtlich ist. ergibt sich bis zu einer Glucosekonzentration von 

20 etwa 30 mmol/l eine lineare Abhangigkeit des anodischen Stromdichtemaximums von der Glucosekonzen- 
tration. Bei hdherer Glucosekonzentration als 30 mmol/l wird das als elektronenCibertragende Substanz 
eingesetzte N.N-Bis-(2-hydroxy6thyl)-p-nltrosoanilin vollstdndig zu dem entsprechenden Phenylendiamin 
umgesetzt. Hdhere Konzentrationen als 30 mmol/l Glucose fOhren deshalb nicht zu einer welteren Strom- 
steigerung. Da zwei GlucosemolekQIe fOr die Erzeugung eines MolekUls Phenylendiamin ndtig sind und nur 

25 etwa zwei Drittel der Gesamtglukose in /8-Form vorliegen und damit fOr den Umsatz mittels Qlucoseoxidase 
verfOgbar sind. entspricht der gefundene vollstSindige Umsatz von 10 mmol/l elektronenUbertragender 
Substanz durch 30 mmol/l Glucose genau der theoretlschen Stochiometrie. 

Bei Ven/vendung von Glucose-dye-Oxidoreduktase (EC 1.1.99.17) anstelle von Qlucoseoxidase (EC 
1.1.3.4) in 0,1 mol/l Trispuffer, 0,1 mol/l Kaliumchlorid, pH 7,0 unter Zusatz von 1 % RInderserumalbumin, 

30 werden verglelchbare Ergebnisse erhalten. 

Belsplel 2 
NADH-Nachweis 

35 

Aufbau und Messanordnung sind wie in Beispiel 1 beschrleben. Das ReaktionsgefSB enthMIt 
0,1 mol/l Kaliumphosphatpuffer, 0,1 mol/l Kaliumchlorid. pH 7,0, 
10 mmol/l N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-p-nitrosoanilin und 
NADH in Konzentrationen zwischen 0 und 1 0 mmol/l. 
40 Die Messung wird durch Zugabe und Vermlschen von Diaphorase (NADH:dye-Oxidoreduktase) aus 
Mikroorgantsmen und Vermlschen des Enzyms mit der Reaktionsmischung gestartet Es wird soviel Enzym 
zugegeben, dai3 die Enzymkonzentration in der Reaktionsmischung 0,2 mg/ml (3 U/mi) betrSgt. Messung 
der Stromdichte nach 1 Minute Reaktlonszeit ergibt die in Rg. 6 dargestellte lineare Stromdichte- 
Konzentrationsbeziehung . 

46 

Beispiel 3 

Bestimmung von Lactat 

50 Mit dem gleichen experimentellen Aufbau und dem glelchen EiektronenUbertrager wie in Beispiel 1 
kann auch Lactat bestimmt werden. Als Enzym wird Lactat-Oxidase (EC 1.1.3.2) eingesetzt und als Puffer 
0,1 mol/l CItratpuffer, 0,1 mol/l Kaliumchlorid. pH 5,5 verwendet 

Belsplel 4 

65 

Bestimmung von Glycerinphosphat 

Wird in Beispiel 1 das Enzym Qlucoseoxidase durch Gtycerophosphatoxidase (EC 1.1.3.21) und der 
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Puffer durch 

0,1 mol/l Trispuffer, 0,1 mol/I Kallumchlorid, pH 8,0 ersetzt, kann analog Qlycerlnphosphat bestlmmt warden. 
Belspiel 5 

5 

Bestimmung von Choiesterin 

Wird in Beisplel 1 Glucoseoxidase durch Cholesterinoxidase aus Streptomyces (EC 1.1.3.6). der 
Elektronenakzeptor durch 10 mmol/1 N-M©thyl-N'-{4-nitrosophenyl)-pipera2in und der Puffer durch 
10 0,1 mol/l Kaliumphosphatpuffer, 0.1 mol/1 Kaliumchlorid, pH 5,5 mit 2% Triton X 100" ersetzt. kann analog 
Beisplel 1 Choiesterin bestlmmt werden. 

Beisplel 6 

/5 ErfindungsgemaCe elektronenUbertragende reduzierbare Substanzen 

Die in der folgenden Tabelle 1 genannten Verbindungen werden in einer Konzentratlon von 10 mmol/l In 
0,1 mol/1 Kaliumphosphatpuffer, 0,1 mol/l Kallumchlorid. pH 7,0 mit 

50 mmol/l Glucose und 0,5 mg/ml Glucoseoxidase (125 U/ml) umgesetzt. Es wIrd hierbei eine Messanord- 
20 nung wie in Beisplel 1 beschrieben, venwendet Entsprechende Cyclovoltammogramme ergeben die In mV 
gegen eine Normalwasserstoffelektrode angegebenen Peak-Potentiale des mit Glucoseoxidase und Glucose 
reduzierten ElektronenQbertragers. 

Als Mac fOr die Umsatzgeschwindlgkeit wird in Tabelle 1 das VerhSltnis der Oxldatlonsstr6me beim 
Potential des hochsten Oxidationspeaks nach einer und nach zehn Minuten angegeben. 
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Tabelle 1 



Elektroneniibertrager 


Peak-Potentiale« 


Umsatzgeschwindigkeit** 


N- (2-Hydroxyethyl- 
N • -p-nitrosopheny 1- 
piperazin 


340 


97 


N • N—Bis— f 2— hvdroxv— 
ethyl) -p-nitroso- 
anilin 


210 


94 


o-Methoxy- [ N , N-bis- 
(2 -hydroxy ethyl) ]-p- 
nitrosoanilin 


170 


35 


p i tr osopheno 1 


220 


62 


p-Chinondioxim*^ 


250 


35 


N,N-Dimethyl-4- 

n i troso- 1-naphthy 1 - 

amin 


175 


25 


N, N, 3-Trimethyl-4- 
nitrosoanilin 


220 


56 


N- (2 -Hydroxy ethyl) - 
5-nitrosoindolin 


80 


86 


N , N-Bis- ( 2-hydroxy- 
ethyl) •3-chlor-4- 
nitrosoanilin 


315 


72 


2 , 4-Dimethoxy-nitro- 
sobenzol 


130 


95 


N , N-Bis- ( 2 -methoxy- 
ethyl) -4-nitroso- 
anilin 


245 


68 


3 -Methoxy-4-nitr oso- 
pheno 1 


140 


30 


N-(2-Hydroxyethyl) -6- 
n itroso-1 ,2,3,4- 
t etr a-hydr ochino 1 in 


95 


82 


N,N-Dimethyl-3-chlor- 
4-nitrosoanilin 


275 


27 
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Fortsetzuna zu Tabelle 1 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



ElektroneniibertrMger 



N,N-Bis- (2-hydroxy- 
ethyl)-3-fluor-4- 
nitr osoani lln 

N , N-Bis- ( 2 -hydroxy- 
ethyl) -3-methylthio- 
4 -n i tr osoanl 1 in 

N- { 2-hydroxyethy 1-N- 
2 - ( 2 -Methoxy ethoxy ) - 
ethyl) -4-nitrosoanlin 

N- (2-hydroxyethyl) -N- 
( 3 -methoxy-2 -hydroxy- 
1-propyl) -4-nitroso- 
anilin 

N- ( 2 -hydr oxyethy 1 ) -N- 
(3- (2-hydroxyethoxy-2- 
hydroxy-l-propyl) -4- 
nitrosoanilin 



Peak-Potent ia le« 



260 



195 



210 



225 



210 



Ulnsatzgeschvindigkeit^ 



74 



21 



59 



65 



54 



a : Erstes Peakpotential des mit Glucoseoxidase und Glucose 
^ reduzierten ElektronenttbertrSgers in mV gegen Ag/AgCl 

b : Strom des ersten Maximums im Cyclovoltainmogramm bei 1 Minute 
Reaktionszeit: Strom bei 10 Minuten Reaktionszeit in %. 

45 

c : Konzentration 5x10'^ mol/1. 

In Rg. 7 sind di© Cyclovoltammogramme fOr N-{2-hHdroxyethyl)-N'-p-nltrosophenyl-piperazln und N.N- 
60 Bis-(2-hydroxyethyl)-p-nitrosoanilln dargestellt Die Cyclovoltammogramnne wurden nnit 

10 mmoi/l Glucose gennessen, urn Beeinflussungen durch Reaktionen von restllcher Glucose wMhrend der 
Aufnahme des Gyclovoltammogramms zu venneiden. 

Beispfel 7 

65 

Verglelch eines erfindungsgemagen BektronenObertrggers mit einem soichen des Standes der Technik 
a) in einem Versuchsaufbau, wie In Beispiel 1 beschrieben, wird N-Methyl-N'-(4-nitrosophenyl)-piperazin 
in einer Konzentration von 10~^ mol/1 in einem Phosphatpuffer pH 7,0 eingesetzt. Die IVIessung von 
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Cydovoltammogrammen bei Glucosekonzentratfonen zwischen 0 und 3 mmol/l ergibt eine Abhgngigkeit 
der Stromdichte von der Glucosekonzentration wie sie in Rg. 8 dargestellt ist Bel klelnen Konzentratio- 
nen wird eine Beeinflussung durch Luftsauerstoff festgestelit, die durch Messung unter Argon vermieden 
werden kann. Das gleiche Ergebnis wie be! Venvendung von Argon als Schutzgas wird durch Verwen- 
5 dung des EtektronenQbertragers In einer hdheren Konzentration (10'^ mol/l) errefcht. Ebenso kann die 
Beeinflussung der l^essung durch Sauerstoff durch Ensatz von Qlucosedehydrogenase statt Glucoseoxi- 
dase vermieden werden. 

b) Wird statt N-Methyl-N'-(4-nitrosophenyl)-piperazin als erfindungsgema/Jer ElektronenQbertrager Tetrat- 
hlafulvalen als EiektronenUbertrSger des Standes der Technik verwendet, stent sich die Abhanglgkeit der 
70 Stromdichte von der Qlucosekonzentration wie in Rg. 9 abgeblldet. dar. Tetrathiafulvalen zeigt eine 
wesentlich hdhere Sauerstoffstx3rung als dies bei dem ElektronenQbertrSger gem90 der Erfindung der 
Fall ist AuBerdem werden wesentlich geringere Stromdichten gemessen. 

Tetrathiafulvalen Ist recht schwer loslich. Um eine Konzentration von 10"* mol/l in einem Phosphatpuf- 
fer pH 7.0 zu erzielen, muB 2.5% Tween 20" als Detergens eingesetzt werden. Die Einstellung wesentlich 
75 hdherer Konzentrationen an Tetrathiafulvalen zur Verminderung der Sauerstoffstorung. wie es im Falle des 
erfindungsgemSlBen ElektronenObertragers moglich ist, scheidet hier wegen der SchwerlSslichkeit aus. 

Beispiel 8 

20 Enzymbestlmmung 

^) Lactat'Dehydrogenase-Test 

Analog dem Testaufbau nach Beispiel 1 werden folgende Losungen vorgelegt: 
0,1 mol/l Natrlumphosphatpuffer, 0,1 mol/l Kaliumchlorid, pH 9,0 
10 mmol/l N.N-Bls-(2-hydroxyethyl)-p-nitrosoanilln 
25 0.1 mol/t D.L-Lactat (Natriumsalz) 

1 U/mi Oiaphorase aus Mikroorganlsmen 
10 mmol/l NAD*. 

Unter starkem ROhren (MagnetrOhrer, 1000 Umdrehungen pro Minute) wird bei konstantem Potemial 
von 75 mV gegen Silber/Siiberchlorid Strom gemessen. Gestartet wird durch Zugabe von Lactat- 

30 Dehydrogenase (EG 1.1.1.27). Es werden verschledene Mengen Lactat-Dehydrogenase hinzugegeben 
und nach jeweils 100. 200, 300, 400, 500 und 600 Sekunden gemessen. Die erhaltenen Strom/Zeit- 
Kurven zeigt Rg. 10. Die auf der Ordinate angegebenen LDH-Aktivitaten wurden nach dem Ubiichen 
Pyruvatreduktionstest ennittelt. 
b) Glucose-Dehydrogenase-Test 

35 Analog wie unter a) beschrieben, kann in 0.1 mol/l Kaliumphosphatpuffer. 0.1 mol/l Kallumchiorid. pH 7.0 
mit 

10 mmol/l NAD*. 10 mmol/I erfindungsgemaBer ElektronenQbertrager. 1 U/ml Diaphorase und 0,1 mol/l 
Glucose ein Test auf NAD-abhSngige Glucose-Dehydrogenase durchgefOhrt werden. 
Entsprechend konnen auch Oxidasen, Diaphorase Oder nicht NAD-abhSngige Dehydrogenasen bestimmt 
40 werden. 

Beispiel 9 

Einmal'Elektrodensystem zum Glucosenachweis 

Ein Sensorelektrodensystem gemafi Rg. 4 wird so hergestellt, dafi auf eine Polycarbonatfolie (8) durch 
Siebdruck mit geelgneten Druckpasten Arbeitselektrode (5), Referenzelektrode (6), Gegenelektrode (7) und 
Leiterbahnen (55. 66, 77) aufgebracht werden. Die Leiterbahnen bestehen aus kSuflicher Graphitdnjckpaste 
(Acheson 421 SS, Deutsche Acheson Colloids, Ulm, Bundesrepublik Deutschland). Die Referenzelektrode 
50 (6) und die Gegenelektrode (7) bestehen aus kdufiicher Sllberleltpaste, die mit 20 Gew.-% pulverisiertem 
Silberchlorld versetzt ist (Acheson SS 24566. Deutsche Acheson Colloids. Uim. Bundesrepublik Deutsch- 
land). 

FUr die Arbeitselektrode (5) werden In einer Quellung von 2 Gew.-% Hydroxyethylcellulose (Natrosol 
250 G. Hercules BV. Rijswijk, Niederlande) in 0.05 mol/l Natrlumphosphatpuffer (pH 7,0) 3 mmol/l N.N-Bls- 
55 hydroxyethyl-p-nitrosoanilin, 500 KU Glucoseoxidase (Glucoseoxidase, Reinheitsgrad II, Boehringer IVIann- 
heim GmbH, Mannheim Bundesrepublik Deutschland) pro 100 g Mischung, 30 Gew.-% Graphltpulver (UF 
296/97. Graphltwerke KropfmOhl, Bundesrepublik Deutschland) und 4 Gew.-% Ethylenglykol homogenisiert. 
Die Elektrodenflachen sind 
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bei der Arbeitselektrode (5): 4x6 mm^ » 24 mm^. 

bei der Referenzelektrode (6): 1x1,5 mm^ = 1,5 mm^ und 

bei der Gegenelektrode (7): 1x1,5 mm^ = 1,5 mm^ grofl. 

Das mitlels Siebdruck hergestellte Sensorelektrodensystem wird so in eine MesslSsung getaucht, die 

6 0,05 mol/l Natriumphosphatpuffer (pH 7,0), 0,1 mol/1 Natriumchlorid und 0-45 mmoi/l Glucose entlialt, 
getaucht, da^ die Elektrodenfiachen von der zu untersuchenden RQssigkelt bedeckt sind. Bei 200 mV 
Potential gegen die integrierte Silber/Silberchlorld-Referenzeiektrode (6) werden Strom/Zeit-Kurven aufge- 
nommen, die in Fig. 11 dargestelit sind. Die Auftragung der Stromwerte nach 10 Sekunden Messzeit ergibt 
die in Rg. 12 gezeigte Eichkurve, die die AbhSngigkelt des Stromflusses von der Glucosekonzentration 

10 angibt. 

Beispiel 10 

Herstellung von 2.2'-[(4-Nltrosoaryi)imlnolbi$-ethanolen 

IS 

In einen 4 l-Dreihalskolben mit RGhrer, "niermometer und Tropftrichter gibt man portionsweise unter 
krSftigem RUhren 2 Mo\ N,N-Bis-(i3-hydroxyethylanilin) (bzw. dessen arylsubstituterte Analoge) in eine 
Mischung von 200 ml Wasser und 400 ml konz. SalzsSure. Die resultlerende L5sung wird mit einem 
KSItebad auf 0 * C abgekUhIt und bei 0 bis 2 * C eine LQsung von 148 g (2,1 Mol) Natriumnitrit in 200 ml 

20 Wasser unter RUIiren inneriiaib 20 Minuten zugetropft. Man rOhrt 30 Minuten bei 0 ' C nach, saugt die 
meist kristalline geiblich bis grOnlich gefSrbte Nitrosoverbindung ab und wascht den Riterkuchen mit 2 mal 
200 mi eiskaiter, halbkonzentrierter SaizsSure. Zur Reinigung I6st man das Rohprodukt in 900 ml Wasser, 
gibt unter krSftigem ROhren 400 ml konzentrierte SaizsSure zu, rOhrt 30 Minuten bei Raumtemperatur, dann 
30 Minuten unter EiskOhiung. Das erhaltene Kristallisat wird danach in 580 ml Wasser gelOst, mit 265 ml 

25 konz. SalzsSure versetzt, 30 Minuten bei Raumtemperatur und 30 Minuten unter EiskOhiung gerUhrt Die 
gebildeten Kristalle werden abgesaugt, dreimai mit je 150 ml eiskaltem Aceton, zweimai mit je 200 ml 
Diethylether gewaschen und im Vakuum bei Raumtemperatur getrocknet. Es wird so erhalten: 

a) 2.2''[(4-Nitrosophenyl)imino]bis-ethanol-hydrochlorid 
Ausbeute 32.8 % der Tlieorie. grOne Kristalle; Fp. 160 ' C (Zers.) 

30 Analog werden mit entsprechenden arylsubstituierten Analogen erhalten: 

b) 2.2'-[(3-Ruor-4-nitrosophenyl)imino]bis-ethanol-hydrochlorid 

Ausbeute: 26.5 % der Theorie. geibe Kristaite; Fp. 140 C (Zers.). DC: Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: 
Essigsaureethylester/Methanol = 5:1, Rf = 0,59 

aus 3-Fluor-N,N-bis-[2-hydroxyethyi]anlIin (Chem. Abstr. 57, 13922 (1962]) 
35 c) 2,2''[(3'Chlor-4-nitrosQphenyl)imino]bis-ethanol-hydrochlorld 

Ausbeute 21 % der Theorie, gelbe Kristalle; Fp. 154 C (Zers.). DC: Kieselgel 60 (Merck) - Uufmittel; 
Methylenchlorfd/Methanol = 5:1, Rp = 0,72 

aus 3-ChIor-N,N-bis-[2-hydroxyethyl]aniiin (M. Freifelder, Q. R. Stone. J. Org. Chem. 26, 1499 (1961)) 

d) 2.2'-[(3-Methoxy-4-nitrosophenyi)imino]bis-ethanol-hydrochlorid 

40 Ausbeute 32 % der Theorie. ockerfarbene Kristalle; Fp. 145 - 146 ' C (Zers.). DC: Kieselgel 60 (Merck) - 
Laufmittel: Methylenchlorid/Methanol = 5:1, Rp = 0,4 

aus 3-Methoxy-N,N-bis[2-hydroxyethyl]anilin (M. Freifelder et al.. J. Org. Chem. 26. 1499 (1961)) 

e) 2.24(3-MethylmercaptO'4-nitrosophenyl)im!no]bis-ethanolhydrochlorid 

Ausbeute 59.3 % der Theorie, rotbraune Kristalle; Fp. 148 C (Zers.). DC: Kieselgel 60 (Merck) - 

45 Laufmittel: EssigsSureethylester/Methanoi = 5:1, Rf = 0,53 

aus 3-Methylmercapto-N,N-bis-[2-hydroxyethyl]anilin (erhaitlich aus: 0.1 Mol 3-Methyimercaptoanilin 16- 
sen in 50 ml 4 N Essigsdure und 0.35 Mol Ethylenoxid und bei 12 Stunden bei Raumtemperatur rUhren. 
Zugabe UberschUssiger NaHCOs-Losung, Extraktion mit Methylenchlorid und saulenchromatographische 
Reinigung an Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: Toluol / Aceton » 5:2, Rp = 0.18, Ausbeute 25 %. 

50 farbloses 3 1). 

f) 2-[Methyi(3-chlor'4«nitrosophenyl)amino]etfianol- hydrochlorid 

Ausbeute 15 % der Theorie. gelbe Kristalle; Fp. 147 C (Zers.). DC: Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: 
Methylenchlorid/Methanol = 19:1. Rp = 0,34 

aus 2-(Methyl{3-ch!orphenyl)aminoethanol (erhalten aus 2-((3-Chlorphenyi)amino]ethanol durch dreistOn- 
55 diges Kochen mit Methyljodid In Gegenwart von 10 % NaOH; SSulenchromatographlsche Reinigung an 
Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: Toluol/ Aceton = 5:2, Rp = 0.39, Ausbeute 25 %, farbloses 01). 

Beispiel 11 
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2-[(2-Hydroxy9thoxy)-ethyi-(4-nitrosophenyi)aminolethanolhydrDChloricl 
A) 2-[(2-Hydroxyethoxy)ethyl-(phenyl)aminolethanol 



5 



CH^CH^OCH^CH^OH 



70 



146 g (0.8 Mol) 2-(2-Anilinoethoxy)ethanol (erhalten durch Umsetzung von Anilln mit 2-(2-Chlorethoxy)- 
ethano), Ausbeute 54 %, farbloses dl, Kpi 131 - 133 *C) warden in 500 ml 4N EssigsSure geldst. unter 
RQhren mit einem KSItebad auf 0 * C abgekQhIt und 70,5 g. d. h. ca. 79 mi (1 ,6 hAo\) Ethylenoxid bei 0 - 
10 *C innerhalb fOnf Minuten zugetropft. Nach 12stQndigem Stehen bei Raumtemperatur gibt man 500 
76 ml Wasser zu, neutraiislert unter RQhren und vorslciitiger. portionsweiser Zugabe von insgesamt 200 g 
NaHCOa. Danach extrahiert man die frelgesetzte Base mit 500 ml Methylenchlorid, schUttelt dreimal mit 
je 250 mi IVIethyienciilorid nach. verelnigt die organischen Phasen, trocknet Uber Natrlumsuifat, saugt ab 
und engt im Vakuum ein. Man erhSIt 178.2 g Produkt. DC iCieselgel 60 (Merck) -Laufmittei: Toluol/Aceton 
= 5:2. Rf = 0.18 

20 B) 2-[2-Hydroxyethoxy)-ethyl-(4-nitrosophenyi)amino]ethanolhydrochiorid 



In einem 2 1 Dreihalskolben mit RUhrer, Tropftrichter und Thennometer gibt man eine Mischung von 280 

30 ml konzentrierte Salzs3ure und 140 ml Wasser, kOhlt mit einem KohlensSurekiltebad auf - 5 ' C. tropft 
innerhalb 10 Minuten bei gleichbleibender Temperatur 178 g (0.79 Mol) unter A) erhaltene Substanz zu 
und rOhrt 15 Minuten nach. Darauf fOgt man bei 0 *C eine Losung von 60 g (0.87 Mol) Natriumnitrit In 
120 ml Wasser zu. wobei eine FMrbung von blutrot nach braun eintritt und rUhrt 30 Minuten bei 0 'C 
nach. Darauf verdUnnt man durch Zugabe von 500 ml Wasser (pH der Reaktionsmischung 1.4) und tropft 

35 unter EiskUhlung bei maximal 15 * C 218 ml konzentrierte wassrige Ammoniaklosung bis pH 9 zu. Die in 
Freiheit gesetzte Nitrosobase wird fQnfmal mit 400 ml n-Butanoi ausgeschtittelt und das L6sungsmittel 
am Rotationsverdampfer at)destilliert. Man erh9tt 212.8 g dunkelgrOnes fil. Dieses winj zwecks Entfer- 
nung von anorganischen Produkten mit einer Mischung von 250 mi Toluol / Aceton = 1:1 angerUhrt, der 
unlosliche Anteil abgesaugt und mit 50 ml Toluol/Aceton = 1:1 gewaschen. Als RUckstand bleiben 18,4 

40 Q anorganlschss Material. Das Filtrat wird an einer Kieselgel BO-SSuIe (7.5 cm Durchmesser, FOlIhdhe 90 
cm - TrennflUssigkeit: Toluol/Aceton = 1:1) chromatographisch gereinigt. Man erhgit 155 g Nitrosobase. 
dunkelgrOnes fil. Dieses wird in 600 ml Aceton gel5st und unter BskOhlung tropfenweise mit 250 ml 
gesSttigter etherischer Salzs3ure versetzt. Nach 30 Minuten ROhren unter EiskUhlung werden die 
gebildeten Kristalle abgesaugt, dreimal mit 100 ml Aceton gewaschen und im Vakuum bei Raumtempe- 

45 ratur Ober Diphosphorpentoxid getrocknet. Man erhSIt 159,9 g (= 69.6 % der Theorie) der Titelverbln- 
dung; Fp. 118 *C. DC: Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittei: Toluol/Aceton = 1:1, Rf = 0,24 



25 




Beispiel 12 



50 



In analoger Weise wie in Beispiel 11 werden die nachfblgenden Verbindungen hergestelit: 
a) 1 -[N.N-(2-Hydroxyethyl)-(4>nitrosoanlllno)1 -3-(2*hydroxyethoxy>-2-propanol-hydrochlorid 



55 




OH 
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Ausbeute 10.5 % der Theorie. orangefarbeno Kristallo, Fp. 104 'C (Zers.); DC - Weselgel 60 (Merck) - 

Uufmlttel: Toluol/ Methanol = 5:1. =» 0.13 

aus 1 -[N,N-(2-Hydroxyethy l)(anillno)h3-(2-hydroxyethoxy)-2-propanol 



/CH^CH^OH 
OH 



(dieses aus 1-[N-(anilino)]-3-(2-hydroxyethoxy)-2-propanol 



nst'^^h oh 

erhalten aus Anilln mit 1-Ch!or-3-{2-hydroxy-ethoxy)-2-propanol - Ausbeute: 21,5 % farbloses Ol, DC: 
Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: Toluol/Aceton = 5:2, Rp = 0,6) 

durch Umsetzung mit Ethylenoxid In Gegenwart von 4 N EssigsSure. 71 % farbloses Ol, DC: Kieselgel 
60 (Merck) - Laufmittel: Toluol/Aceton 5:2, Rp = 0,43) 

b) l-[N-(2-Hydroxyethyl)-(4-nitrosoanilino)l-3-methoxy-2-propanol-hydrochlorid 

OH 

Ausbeute 44,5 %. hellgelbe Kristalle, Fp. 122 *C (Zers.)- DC: Kieselgel 60 (IVIercIc) - Uufmittel: 
Methylenchiorid / IVIettianol = 49:1, Rf = 0,55 

aus (±)-3-[N-(2-HydroxyethyOaniiino]-1-methoxy-2-propanoi (Deutsches Reiclispatent 603808 (1933) - 
Friedlfinder 21^. 295). (Kpi i 212 • 214 * C) 

c) 2-[(2-Methoxyethoxy)9thy>-(4-nitrosophenyl)amlno]ethanol 



CH^CH^OCH^CH^OCH^ 



Ausbeute 25 % der Theorie, dunkelbraunes Harz. DC: Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: Methylenchiorid 
/ Methanol = 19:1. Rf = 0,49; Methylenchiorid / Methanol = 5:1. Bp = 0,77 (Ober das amorphe 
hygroskopische Hydrochiorid mit NHa); 
aus 2-I(2-Methoxyethoxy)ethyl-(phenyl)-aminoethanol (A) 



* (A) 



welches erhalten wird aus Anilin und 2-Methoxy-ethoxy-ch!orethan (1 Stunde Erhitzen auf 90 * C und 
saulenchromatographische Trennung an Kieselgel 60 (Merck) mit Toluol / EssigsMureethylester = 5:1. 
So gebildetes N*(2-Methoxyethoxy-ethyl)anilin (Rp = 0.69, farbloses 0\) 
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gibt mit Ethylenoxid und 4 N EssigsSure (A) als farbloses 5l, DC: Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittet: 
Toiuol/Aceton = 5:2, Rp = 0.31. 

d) 2^(2-(2-(2-(2'Methoxy)ethoxy)etho){y)e%i)^4^^nitrosQphen^ 

^ CM^CH^OCM^CM^OCH^CH^OCHjCHjOCHj 

Ausbeute: 63 % der Theorie. grUnes 5l, DC Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: Toluol/Aceton = 1:5. Rp 
= 0.64 

aus 2-((2-(2-(2-(2-Methoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-(phenyl) amino]ethanol. 
Die Ausgangsverbindung wurde wie folgt hergestellt: 

Aus Anilin und Diethylgiykol-bis-(2-chlorethy tether) (Perry. Hibbert Can. J. Res. 14, 81 (1936)) erhalt 
man durch vierstUndiges Erhitzen auf 140 'C und anschlieiSende sMuienchromatographische Trennung an 
Kieselgel 60 (Merck) mit Toluol / EssigsSureethylester - 2:1. 20.5 % der Theorie gelbliches 6l. Rp » 0.5 

Dessen Umsetzung mtt Ethylenoxid in 4 N EssigsSure gibt praktisch quantltativ 

als beigefarbenes Ol. DC: Kieselgel 60 (Merck)-Laufmittel: Methylenchlorid / Methanol = 19:1. Rp = 0,61. 

Mit NaOCIHa in Methanol (24 Stunden lang be! RUckflud erhitzen. EInengen. Zugabe von Wasser. 
Aufnehmen in EssigsSureethylester und nachfblgende sSulenchromatographische Reinigung des Rohpro- 
dukts an Kieselgel 60 (Merck) mit Toluol / Aceton - 5:2 erhSIt man 51,3 % der Theorie Produkt als 
farbloses 01, Rp = 0.21. 

Beispiel 13 

N-(4-Nitrosophenyl)"r^[(2Kflethylamino)-ethylhN.N'KllethylM^-ethandiamln-tris-^yd^^^ 

...^^.C"'*"*^'"'!' .3 HCl 



Fp. 125 C (Zers.), DC: Kieselgel 60 (Merck) - laufmittel: 

tsopropanol / n-Butylacetat / Wasser / konzentrierte wdssrige NHa » 50:30:15:5, Rp = 0.56 
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aus N-[Di-{2-diethylamlno)ethyl]aniHn. 



Beispiel 14 



Herstellung von 1-N-substitulerten 4-(4-Nitrosophenyl)-piperazinen 




a) 1-MBthyl-4'(4-nitrosophenyl)-pinera2ifHiihydrochlorid 



0«M 



17,62 g (0,1 Mol) 1-Methyl-4-pheny(-piperazin (aus 0,3 Mol I-Phenylplperazin durch vferstUndiges 
Erhitzen mit 0,2 Mol Trimethylphosphat auf 150 * C, Isollerung durch Zugabe von NaOH und Extrahleren 
mit DIethylether, sSulenchromatographische Relnigung an Kieselgel 60 (Merck) mIt Methylenchlorld / 
Methanol = 5:1 erhSIt man 40,1 % der Theorie farblose FIGssigkeit. Kpo.05 82 - 84 ' C, Rf = 0,31 
(gemSfl Stewart et al., J, Org. Chem. 13, 134 (1948)) werden in einer Mischung von 20 ml konzentrierter 
Salzsdure und 10 ml Wasser geldst. dann bel 0 - 2 * C innerhalb 15 Minuten eine Ldsung Von 8 g (0.12 
Mol) Natriumnltrit in 16 ml Wasser zugetropft und 30 Minuten bei 10 *C nachgerOhrt. Unter weiterer 
KUhlung gibt man bei der gleichen Temperatur 60 ml konzentrlerten wassrigen Ammoniak zu, verdunnt 
durch Zugabe von 100 ml Wasser und schQttelt die rotbraune Losung (pH 9) dreimal mit je 100 ml 
Methyienchlond aus, trocknet die organlsche Phase Uber NaaSO^. saugt ab und engt ein. Der RUckstand 
(20,6 g moosgrOne Kristalle) wird in 40 ml Methanol aufgenommen und unter KOhlung mit 20 ml 
gesSttigter etherischer SalzsSure versetzt. Nach Absaugen und Waschen mit zweimai 20 ml Ether erhMIt 
man 15.8 g = 56,8 % der Theorie der Tltelverblndung moosgrOne Kristalle. Fp. 187- 189 *C (Zers.), 
DC: Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: Methylenchlorld / Methanol « 5:1. Hp = 0.72 
Analog werden hergesteilt: 

b) 4*(4-N(trosophenyl)-1 -piperazino-ethanol-dihydrochlorld 



aus 2-(4-Phenyl-piperazino)-ethanol (Kremer. J. Amer Chem. Soc. 58, 379 (1936)) als hellgraue Kristalle: 
rein durch Umkristallisieren aus Methanol / Wasser ^ 7:1. Fp. 170 - 173 'C (Zers.). DC: Kieselgel 60 
(Merck) - Laufmittel: Methylenchlorld / Methanol = 5:1, Rf = 0.67 
c) 3-[4-(4-Nitrosophenyl)-1 'piperazinyl}-1 ,2-propandioldlhydrochlorid 



aus 1-Phenyl-4-(2,3-dihydroxypropyl)-piperazin (H. Howell et al. J. Org. Chem. 27. 1711 (1962)) als 
grOne Kristalle. Fp. 163 *C (Zers.) - DC: Kieselgel 60 (Merck), laufmittel: EssigsSureethylester / 
Methanol - 2:1, Rp = 0.41. 

d) 4-(4-Nitrosopheny l)-a-(methoxymethy l)-piperazino-1 ■ethanoldihydrochlorid 





^ OH 
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OH 



aus 1-Phenyl-4-(2-hydroxy-3-methoxypropyl)p!pera2in (H. Howell et al„ J. Org. Chem. 27, 1711 (1862)) 
als gelbe Kristalle. Fp. 162 * C (Zers.) • DC: Kieselgel 60 (Merck), Laufmittel: Methylenchlorid / Methanol 
= 19:1, Rf = 0,51 e) 2-[2-[4-(4-Nltrosophenyl)-1-piperazinyllethoxyl-ethanoldihydrochlorid 

aus 2-(2-[4-(phenyl)-1-pip0razmyl]ethoxy-ethanol (erhalten aus 2 Mol 1-Phenylpiperazln und 1-[2- 
Chlorethoxyh2-methoxyethan (letzteres nach US-Patent 2,837,574) als grOne Kirstaile, Fp. 134 *C (Zers.) 
- DC: Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: EssigsSureethylester / Methanol = 5:1, Rf = 0,31. 
f) 1 '(1 .4-Dloxanylyl)methyl-4-(4-nltrosophenyl)-plperazlndihydrochlorid 

aus 1 -{1 ,4-Dioxanylyl)m8thyl-4-(phenyl)-piperazin (erhalten durch fQnfstQndiges Erhltzen von 1-Chlor-3- 
(/3-hydroxyethoxy)-2-propanol (M. S. Kharash, W. Nudenberg, J. Org. Chem. 8, 189 (1943)) mit 1- 
Phenylpiperazin auf 130 *C, Extraktion mit EssigsSureethylester und Einengen. SSiulenchromatographh 
sche Relnlgung an Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: Toluol / Aceton 5:2) als grUngelbe Kristalle, Fp. 
166 ' C (Zers.), DC: Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: Toluol / Methanol = 5:1, Rf = 0,69 
Beispiel 15 

Nitrosoheterocyclen 

a) 5-Nitroso-1 -indolinethanol-hydrochlorid 



CH^CH^OH 



Aus 1-lndoIlnoethanoI (erhalten durch einstOndiges Erhltzen von 1 Mol IndoHn mit 1 Mol 2-Chlorethanol In 
Gegenwart von 1 Mol feingepulvertem K2CO3 unter RQckflufl ergibt 63,8 % der Theorle farbloses 01, Kp. 
0.1 128 - 130 'C. DC: Kieselgel 60 (Merck) -Laufmittel: Toluol / Aceton ^ 5:2, Rp = 0.42) wird die 
NitrosoVerbindung erhalten, die durch Zugabe von Ammoniak mit Methylenchlorid als Base isoliert wird. 
Mit etherischer SalzsHure wird In das Hydrochlorid QbergefOhrt. Man erhSIt hellbraune Kristalle, Fp. 180 
* C, DC an Kieselgel 60 (Merck) - Laufmittel: Methylenchlorid / Methanol = 5:1, Rf = 0,51 
b) 1 -Methyi-6-nitrosO'1 .2.3.4'tetrahydro-chinolin'hydrochlorid 



Die Titelverbindung wird hergestellt aus 1-Methyl-1,2,3.4-te1rahydro-chinolin(erhalten aus 1^.3,4-Tetrah- 

22 



EP0441 222 A2 



ydrochinolin durch Erhitzen mft Trimethylphosphat (gemSfl Hulsgen et al.. Chem. Ber. 92» 203 (1959)). 
Das Rohprodukt wird in Ubiicher Weise analog Beispielen 10 und 11 hergestellt und an Kieselgel 60 
(Merck) mit Isopropanol /n-Buty!acetat / Wasser = 5:3:2 gereinlgt. Durch L6sen in Aceton nach Zugabe 
von etherischer Salzsaure erhSIt man die Titelverbindung, Fp. 123 - 124 *C (Zers.), DC: Kieselgel 60. 
5 Laufmittel: Isopropanol / n-Butylacetat / Wasser = 5:3:2. Rp = 0,7 
c) 6-NitrosO'3,4'dihydro-1 (2H>-chinolin-ethanol-hydrochiorid 

CW^CH^OH 

15 Die Titelverbindung wird erhalten aus 2-(3,4-Dihydra-2H-chinolin-1-yl)ethanoI (Zaheer et al., Indian J. 
Chem. 1. 479 (1963), Kps 140 - 144 'C). Das Rohprodukt wird sSulenchromatographisch gerelnigt an 
Kieselgel 60 (Merck), Laufmittel: Methylenchlorid / Methanol ' 19:1. FSIIung des Hydrochlorids aus 
Isopropanol mit etherischer Salzsaure und Umkristallisleren aus Ethahol erglbt 10.5 % der Theorie 
ockerfarbene Kristalle der Titelverbindung. Fp. 193 - 195 *C (Zers.). DC: Kieselgel 60 (Merck) - 

20 Laufmittel: Methylenchlorid / Methanol = 19:1. Rp = 0,36 

PatentansprUche 



26 1. Verfahren zur elektrochemischen Bestimmung eines Analyts in Gegenwart einer Oxidoreduktase und 
einer reduzierbaren Substanz, welche im Veriauf der Bestimmungsreaktion anfallende Elektronen von 
der Oxidoreduktase auf eine Elektrode Qbertragt und so zu einem Signal fUhrt. das ein MaB fOr den zu 
bestmmenden Analyt ist. wobei die reduzierbare Substanz enzymatlsch reduziert und an der Elektrode 
oxidiert wird. dadurch gekennzelchnet, da/} die an der Elektrode durch Oxidation entstehende Substanz 

30 von der ursprOnglich eingesetzten reduzierbaren Substanz verschleden ist. 

2. Verfahren gemSfi Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dajS sowohl die ursprOnglich eingesetzte 
reduzierbare Substanz ats auch die an der Qektrode durch Oxidation entstehende Substanz von der 
Oxidoreduktase reduziert werden. 

36 

3. Verfahren gemSfl einem der AnsprUche 1 und 2. dadurch gekennzelchnet, 6aB als reduzierbare 
Substanz eine solche Verbindung eingesetzt wird, die die Im Veriauf der Bestimmungsreaktion 
anfallenden Elektronen von der Oxidoreduktase unter Bildung eines elektronenrelchen aromatlschen 
Amins aufnimmt. 

40 

4. Verfahren gemM/3 Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, daa als reduzierbare Substanz eine Verbindung 
aus der Gruppe der Verbindungen der allgemelnen Fomnel I 

X-R (I) 

45 

in der 

R einen elektronenrelchen aromatischen Rest und 
X NO Oder NHOH 

darsteilt, und Verbindungen der ailgemeinen Formel It 

50 

HO-N = Y (II) 
in der 

Y ein chlnoides System, das im durch Reduktion entstandenen aromatischen Zustand als elektronen- 
55 reich bezelchnet werden kann, darsteilt. eingesetzt wird. 

5. Verfahren gemSB einem der AnsprUche 1-4. dadurch gekennzelchnet. 6aQ als Oxidoreduktase eine 
Oxidase, eine nicht'NA0(P)-abh3ngige Dehydrogenase Oder Olaphorase eingesetzt wird. 
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6. Verfahren zur elektrochemischon Bestimmung einer Oxidoreduktase in Gegenwart eines entsprechen- 
den Enzymsubstrats und einer reduzierbaren Substanz, welciie Elelctronen von eIner Oxidoreduktase 
auf eine Elektrode zu Ubertragen in der Lage 1st und so zu einem Signal fUhrt, das ein MaB fUr das zu 
bestimmende Enzym ist. wobei die reduzierbare Substanz enzymatlsch reduziert und an der Elektrode 
5 oxidiert wird, dadurch gekennzeichnet. dafi die an der Elektrode durch Oxidation entstehende Substanz 
von der ursprUngtich eingesetzten reduzierbaren Substanz verschieden ist 



7. Verwendung einer Substanz, die Elektronen von einer Oxidoreduktase unter Bildung eines elektronen- 
reichen aromatischen Amins aufnelimen kann» als ElektronenQbertr3ger zwischen einer Oxidoreduktase 
TO und einer Elektrode in einem elektroctiemlschen System. 



8. Sensorelektrodensystem zur eiektrochemlsclien Bestimmung eines Anatyts In einer fiUssigen Probe 
enthaltend mindestens 2 elektrlsch leltfShige l\Aittet« die isoliert voneinander vorliegen und die jeweils 
mittels einer elektrisch leitfahigen OberflSclie mit der zu untersuclienden Probe in elektrischen Kontakt 

75 gebraciit werden k5nnen, wobet mindestens eine der elektrisch leitfdhigen OberfiSchen eine Oxidore- 
duktase und eine reduzierbare Substanz, die Elektronen zwischen der Oxidoreduktase und der 
elektrisch leitfahigen Oberflache zu Ubertragen in der l^ge Ist. kontaktiert, dadurch gekennzeichnet. 
daB als reduzierbare Substanz eine Verbindung eingesetzt ist. die nach Reduktion durch die Oxidore- 
duktase an der elektrisch leitfShigen OberflSche zu einer Substanz oxidiert wird. die von der ursprQng- 

20 lich eingesetzten reduzierbaren Substanz verschieden ist. 

9. Sensoreiektrodensytem gerr\M Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. 6aB sowohl die ursprUnglich 
eingesetzte reduzierbare Substanz als auch die an der elektrisch leltfdhlgen OberflSche durch Oxidation 
entstehende Verbindung von der Oxidoreduktase reduziert werden. 

25 

10. Sensorelektrodensystem zur elektrochemischon Bestimmung einer Oxidoreduktase in einer flQssigen 
Probe, enthaltend mindestens zwei elektrisch leitfahige (Vllttel, die isoliert voneinader vorliegen und die 
jeweils mittels einer elektrisch leit^higen OberflSche mit der zu untersuchenden Probe in elektrischen 
Kontakt gebracht werden konnen, wobei mindestens eine der elektrisch leitfahigen OberiiSichen ein 

30 Oxidoreduktase-Substrat und eine reduzierbare Substanz. die Elektronen zwischen der Oxidoreduktase 
und der elektrisch leitfShigen OberflSche zu Obertragen in der Lage ist, kontaktiert. dadurch gekenn- 
zeichnet, 6bB als reduzierbare Substanz eine VeriDindung eingesetzt 1st, die nach Reduktion durch die 
Oxidoreduktase an der elektrisch leitfShigen OberflSche zu einer Substanz oxidiert wird, die von der 
ursprOnglich eingesetzten reduzierbaren Substanz verschieden ist. 

35 

11. Venfvendung einer Substariz. die Elektronen von einer Oxidoreduktase unter Bildung eines elektronen- 
reichen aromatischen Amins aufnehmen kann, zur Hersteilung eines Sensorelektrodensystems gemSB 
Anspruch 8 Oder 10. 



40 12. NItrosoaniiinderivat der allgemeinen Fomnet III 
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(III) 



60 in der 

R^ Wasserstoff. l-laiogen. Alkoxy Oder Alkylthio bedeutet. 

R2 einen Aikylrest und 

R3 einen Hydroxyalkylrest darstelit Oder 

R2 und R3 glelch oder verschieden sind und einen Diaikylaminoalkyirest. einen gegebenenfalls 
55 im Alkylteil durch OH substituierten Hydroxyalkoxyallcyl- Oder Alkoxyalkylrest Oder 

einen Polyallcoxyalkylrest, der gegebenenfalls Im Alkylteil durch einen Hydroxyrest 

substituiert ist, darstellen oder 
R2 und einen durch Schwefel oder Stickstoff. der durch einen AlkyI-. HydroxyalkyI-, 
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HydroxyalkoxyalkyI-. AlkoxyhydroxyalkyI-. Dioxanylyl-alkyI- Oder Polya!koxyalkylr®st 
substituiert ist der seinerseits jewel Is gegebenenfalls im Alkyitei! durch einen Hydrox- 
yrest substituiert Ist, unterbrochenen Alkylenrest bllden, Oder 

wenn In ortho-Stellung zu HP?B? steht, auch zusammen mit R^ einen Alkylen- 
rest darstellt. wobel R^ dann fOr einen Hydroxyatkylrest Oder wenn der Alkylenrest 3 
Kohlenstoffatome enthalt gegebenenfalls auch fOr einen Alkylrest steht Oder 
wenn R^ nicht Wasserstoff Ist. R^ und R^. die gletch Oder verschieden sind, Jewells 
einen Hydroxyalkylrest darsteilen Oder 
ein Salz dieses Derivates. 



13. Verfahren zur Herstellung einer Verblndung gemSd Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dai9 
eine Verblndung der allgemelnen Forme! IV 



In der 

n\ R2 und R3 die in Anspruch 12 angegebene Bedeutung haben mit Nitrit umgesetzt wird. 




(IV) 
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Fig. 1 

a) ^oxl 



^Enzym 




'Elektrode 



b) 




kElektrode 
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Fig, 4 
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Stromdichte in mA/cm^ 
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Strom die hte In jwA/cm^2 
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